he 








Zur Frage nach der Bedeutung der Muskelhormone 
im Sekretionsprozesse der Verdauungsdriisen. 


Von 
R. krimberg. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Riga.) 


(Eingegangen am 30, Januar 1925.) 


Es ist uns schon seit langerer Zeit bekannt, daB unter den chemischen 
Sekretionserregern des Magensaftes an erster Stelle die Extraktivstoffe 
des Fleisches genannt werden miissen. Trotzdem war es aber bis vor 
kurzem nicht gelungen, auch nur einen der aktiven Stoffe aus dem 
komplizierten Gemisch des Fleischextrakts zu isolieren. Besonders 
viel Aufmerksamkeit war in dieser Hinsicht natiirlich dem Kreatin 
bzw. dem Kreatinin geschenkt worden, jedoch die erhaltenen tatsich- 
lichen Befunde waren durchweg negative. 


Neuerdings sind diese beiden Stoffe auch im hiesigen Laboratorium von 
meinem Mitarbeiter Komarow’) speziell auf ihre eventuelle Fihigkeit, die 
Darmsekretion zu bewirken, gepriift worden. Es ergab sich dabei aber, dai 
weder das Kreatin noch das Kreatinin in Gaben bis zu 1 g einem Hunde mit 
Thiry-Vellascher Darmfistel direkt in den Blutkreislauf eingefiihrt, irgend- 
einen bemerkbaren Einflu8 auf die Darmdriisen auszuiiben imstande sind. 
Ebenso ohne jede sichtbare Wirkung blieb die Einverleibung dieser beiden 
Stoffe auch auf die Funktionen anderer Organe dieses Hundes, soweit man 
iiber dieselben sozusagen klinisch urteilen konnte. Im Zusammenhange 
damit wiirde ich mir erlauben, darauf hinzuweisen, daB dem Kreatin und 
Kreatinin héchstwahrscheinlich nur insoweit eine spezielle Bedeutung im 
Stoffwechsel zukommt, als dieselben méglicherweise die einzige wichtigste 
Vorstufe zur Bildung der methylierten Guanidine darstellen®). Diese 
letzteren aber sind bekanntlich in hohem Grade aktiv und miissen meiner 
Ansicht nach als sehr wichtige Hormone des Organismus und speziell des 
Muskelgewebes betrachtet werden. 

Nachdem es nun aber in neuerer Zeit gelungen war, besonders 
durch die Arbeiten von Gulewitsch, Krimberg und Kutscher, zuerst 
aus dem Liebigschen Fleischextrakt mehrere neue Bestandteile desselben 


1) S. A. Komarow, diese Zeitschr. 147, 251, 1924. 
*) R. Krimberg, Die Hormone usw., 8. 60. Charkow 1918. 
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zu isolieren und die chemische Natur derjenigen von den neuen Kérpern, 
welche vorher nicht bekannt gewesen waren, wenigstens in den Haupt- 
ziigen festzustellen, und nachdem ich bald darauf gezeigt hatte, dal 
das Carnosin, Carnitin und Methylguanidin auch in ganz frischen 
Muskeln als deren priformierte Bestandteile enthalten sind+), schien 
mir natiirlich auch der Wunsch durchaus gerechtfertigt zu sein, diese 
neuen stickstoffhaltigen organischen Basen auf ihre etwaige physio- 
logische Aktivitat und speziell auf ihre eventuellen excitosekretorischen 
Eigenschaften zu priifen. Die diesbeziiglichen Versuche, welche schon 
in meinem Charkower Laboratorium im Jahre 1910 angefangen worden 
waren, zeigten bald, daB das Carnitin, Hunden intravenés oder auch 
subkutan eingefiihrt, eine deutliche, das Methylguanidin aber eine ganz 
besonders starke physiologische Aktivitat entfaltet, und daB diese 
beiden Stoffe unter anderem nicht nur auf die Magendriisen allein, 
sondern mehr oder weniger auch auf die tibrigen Verdauungsdriisen 
einen excitosekretorischen EinfluB ausiiben. 


—e. - 





In der letzten Zeit sind auch im hiesigen Laboratorium neue Beweise 
fir die hochgradige physiologische Aktivitaét des Methylguanidins im all- 
gemeinen und speziell in bezug nicht nur der Darmdriisen-, sondern ge- 
legentlich auch der Magensaft-, Speichel- und Gallenabsonderung geliefert 
worden ®). 


Uber die physiologische Aktivitat des Carnosins und der sogenannten Carnosin- 
fraktion des Fleischextraktes, 


Was nun weiter das Carnosin anbelangt, so war ich noch vorher 
im Laboratorium von Gulewitsch auf den verhaltnismaBig groBben Gehalt 
des Fleischextraktes an dieser Base gestoBen, denn es war mir gelungen, 
bei der ersten Bearbeitung von 500g Liebigs Extrakt bis iiber 20 ¢ 
Carnosinnitrat, und spiter aus 4,5 kg Muskelfleisch eines soeben ge- 
téteten Stieres tiber 7,4 ¢ desselben Salzes, was, auf die freie Base 
umgerechnet und auf die frischen Muskeln bezogen, etwa 1,3 Prom. 
Carnosin ausmacht, zu isolieren*). Es muB hierzu noch bemerkt werden, 
daB die von mir in beiden Fallen angewandte Methode keine quanti- 
tative Bestimmung des Carnosins zum Ziele hatte, und daB ein gewisser 
Teil der Base in den letzten Mutterlaugen verblieb und nicht aus- 
kristallisierte. In der Uberzeugung, daB® eine Substanz, welche in so 
groBer Menge wie das Carnosin im Organismus vorkommt, gleich 
dem Kreatin und Kreatinin physiologisch durchaus inaktiv sein miiBte, 
wurde eine gréBere Menge (etwa 0,9 g) der aus den Phosphorwolfram- 








') R. Krimberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 48, 412, 1906. 

2) S. A. Komarow, diese Zeitschr. 147, 221—252, 1924. 

3) R. Krimberg, Uber die stickstoffhaltigen Extraktivstoffe der Muskeln, 
Inaugural-Dissertation, 8. 177. Moskau 1907. 
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und Silberbarytniederschlagen nach der Methode von Gu/ewitsch und 
Krimberg') erhaltenen, mit Salzsiure neutralisierten Carnosinfraktion 
des Liebigschen Fleischextraktes in Wasser gelést und einem mittel- 
groBben Hunde, welchem ein Magenblindsack nach Heidenhain-Pawlow 
angelegt worden war, direkt in die Vena jugularis eingefiihrt. 

Gegen alle Erwartung war die Reaktion seitens des Organismus 
eine sehr heftige, geradezu stiirmische, so dab man sogar um das Leben 
des vorher vollstandig gesunden Tieres ernstlich besorgt sein muBte. 
Das akute Vergiftungsbild dauerte etwa 20 Minuten und trat gleich 
nach der Einspritzung auf, wobei von den sichtbaren Symptomen 
groBbe Unruhe, starkes Erbrechen (teilweise mit Galle), heftige, diinn- 
fliissige, farblose Durchfalle (dreimal), Speichelflub, Harnentleerung 
und Dyspnoe hervergehoben werden kénnen. Aber erst nach einer 
halben Stunde, als sich das Tier schon ziemlich beruhigt hatte, zeigte 
sich der erste salzsiiurehaltige Tropfen des Magensekrets. Die Sekretion 
nahm allmahlich zu und war nach 6 Stunden, wo die Beobachtung 
unterbrochen werden mubte, noch nicht beendet. Wiahrend der Beob- 
achtungszeit wurden 5,4 cem aktiven Sekrets aus dem Magenblindsack 
gesammelt. Als nun aber spiiter viel kleinere Mengen der Carnosin- 
fraktion demselben Hunde einverleibt wurden, blieben die heftigeren 
Vergiftungssymptome zwar aus, und das Tier verhielt sich bedeutend 
ruhiger, die Absonderung des Magensaftes war jedoch auch dann stets 
eine betrachtliche. In einem Versuch z. B. erhielt der Hund etwa 
0,18 g¢ von der Carnosinfraktion intravenés, wonach aber wahrend 
einer Zeitdauer von 2 Stunden aus dem Magenblindsack 3,5 ccm Saft 
abgeschieden wurden (Gesamtaciditat = 112, Salzsiure = 0,33 Proz.. 
Pepsin = 320 nach Fuld). SchlieBlich, die Einfiihrung von nur etwa 
0.09 g der Carnosinfraktion ins Blut rief zwar keine merkbaren Ver- 
giftungssymptome mehr hervor, die Sekretion begann jedoch, ebenso 
wie in dem vorhergehenden Versuch, schon nach etwa 3 Minuten, 
und die Menge des aus dem Blindsack erhaltenen Magensaftes betrug 
nach einer etwa 2% ,stiindigen Dauer des Versuchs 1,85 cem (Gesamt- 
aciditét = 94, Salzsiure = 75, Pepsin = 160 nach Fuld). 

Wie schon erwihnt, war in den soeben angefiihrten Versuchen 
eine Carnosinfraktion in toto angewandt worden in der Voraussetzung, 
daB, falls in dieser Fraktion eine excitosekretorisch wirkende Substanz 
J iiberhaupt vorhanden sein sollte, so miiBte dieselbe eben das Carnosin 
sein. Durch weitere Versuche hat es sich nun jedoch erwiesen, dab 
das reine Carnosin zwar ohne jeden Zweifel die Fahigkeit besitzt, die 
Verdauungsdriisen bei intravenéser Applikation excitosekretorisch zu 








1) R. Krimberg, Hoppe-Seyler-Tierfelders Handb. d. physiol.-chem. 
Analyse 1909, 8S. 758. 
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beeinflussen, dab seine ,,Giftigkeit’ aber sogar nach gréBeren Gaben 

eine viel zu geringe ist, um ein so heftiges Vergiftungsbild wie das 

nach der Einverleibung der Carnosinfraktion in toto zu beobachtende, ‘ 
hervorrufen zu kénnen. 

Eine neulich von Komarow') publizierte Arbeit zeigt ohne weiteres, 
daB im Carnosin der Organismus einen sehr wirksamen Funktionserreger des ® 
weit ausgebreiteten Darmdriisenapparats besitzt, so daB, wenn man die 
minimalen, auf die Darmdriisen eben noch wirksamen Mengen dieser Sub- 
stanz mit ihrem Gesamtgehalt im Organismus vergleicht, das gefundene ’ 
Verhiltnis in denselben Grenzen, in welchen z. B. das Adrenalin die ihm 
eigentiimliche Wirkung auf den Blutdruck auszulésen noch imstande ist, 
liegt. Diese Funktionserregung des Darmes durch das Carnosin aéubert 
sich nicht nur in der Verstérkung der Darmsaftsekretion allein, sondern : 
auch in einer Steigerung der Motilitét des Darmes. Nach Einverleibung des 
Carnosins wurde stets haufiges Knurren in den Gedirmen, sowie lebhafte 
Bewegungen der in die Haut eingenaéhten Darmteile, seltener aber auch 
Stuhildrang und Stuhlabgang wahrgenommen. 

DaB das reine Carnosin nach intravendser Injektion nicht nur auf 
die Darmdriisen allein, sondern auch auf die Magendriisen safttreibend 
einwirkt, ist eine in unserem Laboratorium mebhrfach konstatierte ‘| 
Tatsache. Nehmen wir nur die erst vor kurzem gemachten Beob- 
achtungen in Betracht, so verweise ich zuerst auf die Versuche 10, 
11 und 12 in der soeben erwihnten Arbeit von Komarow, in welchen 
neben der Menge des Darmsaftes gleichzeitig auch die Menge des aus 
der Magenfistel abgeschiedenen Sekrets notiert wurde, und dann auf 
die zwei in dieser Arbeit angefiihrten Versuchsprotokolle. In diesen 
letzteren Versuchen wurde ein aus Hundemuskeln rein dargestelltes 
Carnosinpriparat als Chlorid einem 7!.,kg wiegenden Hunde mit einfacher | 
Magenfistel und durchgeschnittenem Oesophagus intravenés eingefiihrt. 

Aus den soeben in Betracht gezogenen Versuchen sieht man deutlich, 
daB die Fahigkeit des Carnosins, auf die Magendriisen erregend einzu- 
wirken, wohl keineswegs in Abrede gestellt werden kann. Es muf 
jedoch aber auch eingestanden werden, da{, «wahrend in einigen von 
diesen Versuchen die Menge des abgeschiedenen Magensaftes eine 
recht bedeutende ist, dieselbe in den anderen Versuchen dagegen als 
| eine ziemlich geringe angesehen werden mul, obwohl die einverleibten 

Carnosingaben, auf 1 kg Kérpergewicht berechnet, nur wenig von- 
einander abwichen (etwa 0,03 bis 0,043 g pro 1 kg), und obwohl man 
auf die Ausschaltung aller eventuellen psychischen Einfliisse waihrend ; 
der Versuche natiirlich stets aufs sorgfaltigste bedacht war. Zur Auf- 
klirung dieser beobachteten Diskrepanz in den unter dem Carnosin- 
einfluB zu erhaltenden Mengen des Magensekrets sind weitere Versuche 


im Gange. 














1) S. A. Komarow, diese Zeitschr. 151, 467, 1924. 
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Versuch 1. 
Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 5 Uhr nachmittags. 
a Magensaft 
Zeit Menge anette : Puls Bemerkungen 
aciditat HCl 
com 
. 
4bh30' — a — Beginn der Beobachtung 
4 58 4.0 sehrschwach 
‘ hauptsachl. positiv 
Schleim aut Kongo 
4 5SS—)’ Injektion 035 q@ Carnosin (mit 
| 5 02" 95 HCI neutralisiert, Sproz. Lé- 
os sae : sung, intravenés) 
° O4 Schleim 95 . . 
; 5 30 7.0 | 105—110 
. « 4 wa) 
: 00 3,0 | 53 — - Ruhiy; schlummert yréBtenteils 
6 30 13.0 95 wahrend des Versuchs 
7 00 130 | 95 
s 7 30 50 | 104 84 95 
8 00 40 84 58 95 
hauptsachl. 
Schleim 
. Versuch 2. 
Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 5 Uhr nachmittags. 
Magensaft 
Zeit Menge Cheneits Puls Bemerkungen 
; aciditat HC 
com 
3b30' & Beginn der Beobachtung 
4 00 3,0 92 66 a 
Schleim a 
410 4 Injektion 0359 Carnosin yr 
f : 2 HCl neutralisiert, 5 proz. Lé- 
4 no — 102 84 7 sung, intravendés) 
0 », > 
5 40 10.0 | , _* c Ruhig; schlummert tast die 
6 10 7.0 | 164 i4 x ganze Zeit 
6 40 4.0 s 
es ’ 02 
7 10 14.0 | = 4 \ 
7 40 33,0 | 142 “9 a Winselt ohne Grund; beleckt 
8 10 42.0 | - _ = sich und schluckt schr oft 
8 40 10.0 | = 
; ‘at 136 119 i* 
; 9 10 2.0 | 3 
: Schleim 
Obwohl das Carnosin also auf Grund der zurzeit vorliegenden 
Untersuchungen als ein sehr wirksamer Funktionserreger des Darm.- 
' driisenapparats und als ein augenscheinlich weniger wirksamer Erreger 
der Magendriisen betrachtet werden muh, so ist doch seine Allgemein- 








: wirkung auf den Organismus als eine zwar sehr deutliche, aber im 


ganzen jedoch als eine ziemlich milde zu bezeichnen, denn auber der 


von 


1) R. Krimberq, Die Hormone usw., 8. 


uns schon 


friiher konstatierten 


Blutdrucksenkung') 
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kann be: 


Charkow 1918. 
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Hunden nach Carnosingaben, gréBer als 0,03 g pro | kg Kérpergewicht, 

fast immer nur noch eine mabige Pulsbeschleunigung (z. B. von 130 

vor bis 170 nach der Injektion) beobachtet werden. Das Carnosin ‘ 
ist also unzweifelhaft physiologisch aktiv, und wenn es im Blute als 

dessen normaler Bestandteil zirkuiert, woran wir ebenfalls nicht 

zweifeln, so kann es wohl mit vollem Rechte zur Kategorie der Hormone a 
hinzugezahlt werden. 


In einer neulich von C. Schwarz') publizierten Arbeit iiber die physio- 
logische Wirkung des Carnosins lesen wir zum SchluB: ,,Fassen wir das 
Ergebnis dieser Untersuchungen zusammen, so ergibt sich zuniichst, daB das 
Carnosin auf die Driisensekretion vollstandig wirkungslos ist, daB wir in 
ihm also nicht jenen unter den Extraktivstoffen des Muskels zu erblicken 
haben, welcher die Magensaftsekretion auszulésen imstande ist**. Ich wiirde 
mir jedoch erlauben, diesen kategorischen AbschluB der Frage nach den 
excitosekretorischen Fihigkeiten des Carnosins als eine zum mindesten sehr 
unvorsichtige wissenschaftliche Tat zu bezeichnen. Es ist ja aus dem soeben 
zitierten Satz vollstandig klar, daB der negative SchluB des Verfassers sich 
auch auf die Darmdriisen bezieht, obwohl, wie aus seiner Arbeit ebenfalls 
zu ersehen ist, die Einwirkung des Carnosins auf dieselben von ihm iiber- 
haupt gar nicht untersucht worden ist. Und wie schon oben gesagt, gerade 
die weitverbreiteten Driisen des Darmes sind aber diejenigen, auf welche 
das Carnosin excitosekretorisch am starksten wirksam zu sein scheint. Was | 
nun weiter die von C. Schwarz angewandte Untersuchungsmethode an- : 

! 


eoncneee Seems 
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belangt, so kann meiner Ansicht nach sehr stark bezweifelt werden, ob 
dieselbe fiir den gegebenen Zweck tiberhaupt die richtige ist. Bei seinen 
Untersuchungen tiber die Wirkung des Carnosins auf die Driisensekretion 
hat C. Schwarz dasselbe nur einmal in einem akuten Versuch an einer Katze 
intravenés appliziert und dabei gefunden, daB es auf die Speichelabsonderung 
aus der Gl. submaxillaris ohne Wirkung ist. In allen iibrigen an Hunden 
mit permanenten Fisteln ausgefiihrten Versuchen dagegen ist lediglich 
nur eine Benetzung der Schleimhaut der betreffenden Teile des Verdauungs- 
traktus mit I proz. Carnosinnitratlésung angewandt worden. Mich an die 





zuerst von A. Bickel*) ausgesprochene Meinung anschlieBend, bin ich nun y 
der Ansicht, daB die Extraktivstoffe der Fleischnahrung nicht, wie man } 
frither allgemein annahm, von der Magenschleimhaut aus, sondern haupt- 

sachlich nach der Resorption auf humoralem Wege die Magendriisen 3 


beeinflussen*). Betrachten wir nun aber noch dazu das Carnosin als einen 
in den Muskeln gebildeten Inkretstoff, weleher an den physiologischen 
Sekretionen im Verdauungstraktus beteiligt ist, so wird die ZweckmaéBigkeit 
seiner Finfiihrung direkt ins Blut bei den diesbeziiglichen Versuchen ohne 
weiteres klar. Die von C. Schwarz mit Hilfe der Benetzungsmethode er- 
haltenen negativen Resultate kénnen jedoch allerdings als wertvolle Stiitze 
gerade fiir den humoralen Einwirkungsmodus des Carnosins auf die Ver- \ 
dauungsdriisen angesehen werden, 








') Carl Schwarz, Pfliigers Arch. 202, 435, 1924. 

*) A. Bickel, Mechanismus der Magensaftsekretion. Handb. d. Biochem. 
Herausgegeben von C. Oppenheimer. Ergiinzungsband 1913, S. 397. 

3) R. Krimberq, Zur Frage nach dem Sekretionsmechanismus der 
Magendriisen, 8. 5—22. Charkow 1915. 
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Vergleichen wir nun schlieBlich die Wirkung des reinen Carnosins 

auf den Organismus mit der oben kurz geschilderten Wirkung der 

‘ Carnosinfraktion des Fleischextraktes in toto auf denselben, so wird 
es uns sofort einleuchten, daB durch die physiologische Aktivitat 
des Carnosins allein die scharf ausgepragten Vergiftungssymptome, 
welche nach Einverleibung gréBerer Mengen der Carnosinfraktion 
stets beobachtet werden, auf keinen Fall zu erklaren sind. Man miibte 
: natiirlich zuerst an das in hohem Grade wirksame Methylguanidin 
und vielleicht auch noch an das Dimethylguanidin denken, welche 
eventuell zum Teil in der Carnosinfraktion enthalten sein kénnten, 
aber es mu auf jeden Fall auch damit gerechnet werden, daB in der 
Carnosinfraktion noch irgendwelche andere, vorliufig unbekannte. 


ence et 


stark ,,giftige’’ Hormone vorhanden sind. 


In unseren Versuchen haben wir, wie schon erwahnt, eine aus dem 
t Liebigschen Fleischextrakt gewonnene Carnosinfraktion verwandt. 
Wie jedoch zu erwarten war, sprechen einige Beobachtungen dafiir, 
daB der im Laboratorium aus ganz frischen Muskeln dargestellte Extrakt. 
nach derselhen Methode wie der Liebigsche Extrakt bearbeitet, ebenfalls 
eine auf die Magendriisen stark wirksame Carnosinfraktion liefert 
Um die physiologische Aktivitat der aus dem Liebigschen Fleisch- ‘ 
: extrakt und der aus frischem Muskelextrakt erhaltenen Carnosin- 
fraktion naher und vergleichend zu studieren, sind von uns weitere 


Mawr * 


9 


Versuche in Angriff genommen worden. 





L Zur Theorie 
des Sekretionsmechanismus der Verdauungsdriisen. 


Betrachten wir den jetzigen Stand der Lehre von dem Sekretions- 
) mechanismus der Verdauungsdriisen, so finden wir sofort, daB dic 
{ sekretorische Arbeit derselben als die Folge einer unmittelbaren und 
direkten Einwirkung zweier, ihrer Natur nach total verschiedener 





Erreger auf die Driisenzelle angesehen wird. Als die nachsten und 
auf die Driisenzelle direkt wirksamen Erreger werden unter physio- 
logischen Bedingungen, wie bekannt, der sekretorische Nerv und die 
im Blute zirkulierende chemische Substanz angegeben, wobei dem 
ersteren augenblicklich allerdings ein viel umfangreicheres Einwirkungs- 
gebiet und eine iiberhaupt viel gréBere Bedeutung in den Sekretions- 
prozessen zuerkannt wird. Diese beiden Erreger, heift es nun weiter. 
sollen ihren EinfluB auf die Driisenzelle stets ganz unabhangig von- 
einander ausiiben, so dab, wenn z. B. das Hormon tiatig ist, der 
sekretorische Nerv dabei iiberhaupt keine Rolle mitspielt und um- 
gekehrt. Dessenungeachtet kénnen sie aber augenscheinlich auch beide 
gleichzeitig auf ein und dieselbe Driisenzelle einwirken, wie ja wohl 
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am besten aus dem jetzigen Stande unserer Vorstellungen tiber clic 
sekretorische Tiatigkeit der Bauchspeicheldriise bei normaler Nahrungs- 
aufnahme gefolgert werden darf. ‘ 

Es scheint mir jedoch schon a priori sehr unwahrscheinlich, erstens, 
daB unter physiologischen Bedingungen die spezifische Tatigkeit eines 
Endorgans durch die direkte und unmittelbare Einwirkung zweier 
ihrer Natur nach ginzlich verschiedener Erreger hervorgerufen werden 
kénnte, und zweitens, dal unter denselben Bedingungen die Wirkung 
des Hormons von jedem Nerveneinflui frei ware, denn die diesbeziig- 
lichen Versuche mit Atropin beweisen ja nur eigentlich, dai das Hormon 
unter Umstanden auch bei ausgeschalteten sekretorischen Nerven- 
elementen auf die Driisenzelle erregend einwirken kann, aber damit 
ist meines Erachtens durchaus noch kein Beweis geliefert, dal die 
Nervenelemente auch bei normalen physiologischen Verhiltnissen an 
der excitosekretorischen Wirkung des Hormons tatsachlich keinen 
Anteil nehmen. Es scheint mir vielmehr, daB die Driisenzelle iiberal| 
nur durch eine Art der in Frage kommenden Erreger, pimlich j 
durch die chemische Substanz erregt werden miifte, das die sekre- 








torischen Hormone aber unter normalen physiologischen Verhalt- 
nissen ihren erregenden Einflui} auf die Driisenzelle iiberall und 
stets nur unter regulatorischer Mitwirkung des Nervensystems aus- 
iiben kénnten. 

Die in Verfassers Laboratorium ausgefiihrten und im vorher- 
gehenden schon erwihnten Untersuchungen hatten also gezeigt, dab 
im Phosphorwolframsiaureniederschlag des Fleischextraktes in gréBerer } 
Menge mehrere Stoffe enthalten sind, welche alle Eigenschaften der 
Hormone besitzen, und welche, in den Blutkreislauf oder auch subkutan 
eingefiihrt, unter anderem einen sekretorischen Reiz auf die Verdauungs- 
driisen auszuiiben imstande sind. Da nun diese Stoffe sicher auch im 
Blute zirkulieren, und einige von denselben sind ja auch schon tat- 
sichlich darin sowie in den Ausscheidungen von mehreren Autoren 
aufgefunden worden, und da die sekretionserregende Wirkung des 
Fleischextraktes, obwohl hauptsachlich nur fiir die Magendriisen, 
bereits schon friiher bekannt war, so lag natiirlich die Vermutung nahe, 
dab in dem weitverbreiteten Muskelsystem excitosekretorische Hormone 
in erheblicher Menge produziert, aufgespeichert und allmahlich in den 
Blutkreislauf abgegeben werden, und daB man dieselben méglicherweise 
auch unter physiologischen Bedingungen als die wichtigsten und 
vielleicht sogar als die einzigen direkten Erreger der Verdauungsdriisen 
betrachten kénnte. Diese in den Muskeln als deren Stoffwechsel- 
produkte entstehenden Sekretionserreger kénnten in ihrer Wirkung 
selbstverstandlich auch noch von ahnlichen anderen, aus den iibrigen 
Organen und Driisen des Kérpers, und zum Teil sogar aus der Nahrung 











Bedeutung der Muskelhormone. 195 


stammenden Stoffen, je nach Umstanden mehr oder weniger unter- 

stiitzt werden. 
‘ Wenn wir die grobe Menge der im Muskelsystem enthaltenen 
und zum Teil sehr scharf ausgepragte excitosekretorische Eigenschaften 
aufweisenden Substanzen in Betracht ziehen, so labt sich der intimere 
Mechanismus der Driisenarbeit auf Grund der soeben angefiihrten 
Tatsachen und Erwagungen, sowie auf Grand der Sekretionserschei- 
nungen nach Durchtrennung der zu den Driisen verlaufenden Nerven. 
und endlich, unter Heranziehung des Phanomens der periodischen 
Sekretion, auf die folgende Weise vorstellen. 

Der Mechanismus durch welchen die Driisenarbeit nach Ein- 
fiihrung einer sekretionserregenden Substanz direkt ins Blut oder 
subkutan zustande kommt, ist meines Erachtens demjenigen der 
periodischen Sekretion vollstandig analog. Diese letztere, allerdings 





héchst merkwiirdige physiologische Erscheinung laBt sich aber meiner 
Ansicht nach unter Heranziehung der im Blute stets vorhandenen 
‘ Hormone ungezwungen und sehr einfach erkliren. 

Ich méchte hier vorher bemerken, dali die zuerst von W. Boldyrefi*) 
beschriebene periodische Tiitigkeit der Verdauungsdriisen auch im hiesigen 
Laboratorium sorgfaltigst nachgepriift worden ist und als eine tatsa&eliich 
existierende absolut sicher betrachtet werden darf®). 

Im niichternen Zustande des Tieres. d. h. bei leerem Magen und 
volliger Ruhe der Magendriisen, unterliegt die im Blute enthaltene, 
im ganzen nur geringe Menge der sekretorischen Hormone gewissen 
; periodischen Schwankungen, weil hauptsachlich aus den Muskeln und 
zum Teil auch aus den iibrigen Organen fortwihrend und _ ceteris 





paribus in einem sehr gleichmaBigen Tempo neue, obwoh! ebenfalls 
nur sehr geringe Mengen derselben ins Blut abgegeben werden. Ist 
nun die oberste, dem betreffenden Organismus naturgemiil} gestattete 
Konzentrationsgrenze dieser Stoffe im Blute erreicht, so mu der 
Uberschu8 eliminiert werden, besonders weil es unter ihnen auch 
Substanzen gibt, die in héheren Konzentrationen sich als physiologisch 
durchaus nicht harmlos erwiesen haben. Die Abscheidung aus dem 
Blute wird dadurch eingeleitet, daB diese nicht seltenen also sehr aktiven 
Substanzen auf bestimmte Nervenzentren erregend einwitken. Dank 
dem erregten Zustande der Driisennerven wird nun den sekretorischen 
Hormonen selbst, und augenscheinlich auch den erhéhten Mengen 
aller anderen zur Produktion des Sekrets notwendigen Stoffe ein freier 
Eintritt aus dem Blute in die Driisenzelle erméglicht. In der letzteren 


1) W.N. Boldyrefj, Die periodische Tatigkeit des Organismus usw. 
Russki Wratsch Nr. 45—49, 1914. 
2) S. A. Komarow, diese Zeitschr. 146, 130, 1924 
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entfalten die Hormone ihre excitosekretorische Wirkung und erscheinen 
schlieBlich als Bestandteile der Sekrete!). 

Nach einer 20 bis 30 Minuten andauernden ,,Tatigkeitsperiode’’, 

wahrend welcher aus einer Reihe anderer Erscheinungen die Absonderung 
von Pankreassaft, Darmsaft und Galle hervorzuheben ist, folgt beim 
Hunde eine 1}, bis 2! Stunden lange ,,Ruheperiode™, um nach Ablauf 
dieser Zeit von einer neuen Tatigkeitsperiode abgelést zu werden. 
Die Perioden wechseln bei ein und demselben Tiere mit groBer Regel- 
miabigkeit, so daB es méglich ist, falls man vorher einige wenige derselben 
beobachtet hat. die Anfangszeit der darauf folgenden im voraus ziemlich 
genau zu bestimmen. Es mu® betont werden, daB die dabei abge- 
schiedenen ,.periodischen’’ Safte durchaus vollwertige Sifte sind, 
weil in denselben gewéhnlich die fiir das betreffende Tier als maximal 
geltende Fermentmenge gefunden wird. 
* ~6Es liegt die Vermutung nahe, dab wohl alle im Blute kreisenden 
Hormone, insofern als dieselben nicht weiter umgewandelt oder zerstért 
werden, auf die soeben beschriebene Weise durch die Ausscheidungs- 
bzw. Verdauungsdriisen aus dem Organismus entfernt werden. Ich 
méchte hier nur daran erinnern, da der Ausscheidungsmechanismus 
der Kohlensiure, welche ja vielfach als das einfachste Hormon be- 
zeichnet wird, im Grunde genommen dem soeben geschilderten voll- 
standig analog ist. 

Nach experimenteller Einfiihrung einer sekretionserregenden Sub- 
stanz direkt ins Blut oder subkutan wird die Sekretion also dadurch 
ausgelést, dal} dabei im Blute entweder ein dem Organismus fremder 
Stoff erscheint, oder, wenn es sich um einen normalen Bestandteil 
des Blutes handelt, seine Konzentration dabei iiber die fiir den gegebenen 
Organismus iibliche Norm gesteigert wird. In beiden Fallen wird die 
eingefiihrte Substanz als ein Bestandteil der Sekrete aus dem Blute 
entfernt. 

Es ist ja eine schon lingst bekannte Tatsache, daB nicht nur mit der 
Absonderung von Harn und SchweiB, sondern auch mit der Sekretion der 
Verdauungssiifte eine Exkretion von Abfallstoffen und von den verschieden- 
sten kérperfremden Substanzen einhergeht. Ich méchte hier also nur noch 
hinzufiigen, daB auch diejenigen kérperfremden pharmakologischen Sub- 
stanzen und .,Driisengifte’*, welche nach intraveniéser oder subkutaner 
Einverleibung excitosekretorisch auf die Driisen des Organismus einzuwirken 
imstande sind, den soeben geschilderten Wirkungsmechanismus im aill- 
gemeinen ebenfalls aufweisen und in den betreffenden Sekreten bzw. Exkreten 
stets enthalten sein miiBten. 

Hauptsichlich dadurch, daB die Hormone des Blutes nach Ent- 
faltung ihrer excitosekretorischen Wirkung in den Driisenzelleibern 


') R. Krimberg, Zur Frage nach dem Sekretionsmechanismus der 
Magendriisen 1915; Die Hormone usw. 1918. 
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als Bestandteile der Sekrete erscheinen, erklart sich meines Erachtens 
auch die wohlbekannte Fahigkeit einiger Sekrete und Exkrete, nach 
deren Wiedereinfiihrung ins Blut oder subkutan von neuem Sekretionen 
hervorzurufen. Als das beste diesbeziigliche Beispiel kann die Gallen- 
absonderung angefiihrt werden, bei welcher, wie man schon lingst 
weiB, auch die Galle selbst eine nicht zu unterschatzende Rolle mitspielt. 
Es ist naimlich gezeigt worden, daB die in den Darm ausgeschiedenen 
Gallensiuren zum groben Teil resorbiert werden, wonach sie von neuem 
auf die Leberzellen excitosekretorisch einwirken kénnen, um mit der 
Galle abermals in den Darn: zuriickzugelangen, usw. Dieser sogenannte 
..Kreistauf der Galle“ erscheint somit als eine wahrend der Verdauungs- 
periode héchst zweckmabige Einrichtung, wodurch geniigende frische 
Mengen der an den Verdauungs- und Resorptionsprozessen in so mannig- 
tacher Weise beteiligten Galle ununterbrochen und sicher herbeigeschafft 
werden kénnen. Aus diesem Grunde miiBte auch die Gallensaure 
also, und allerdings nicht mit weniger Recht als die Kohlensiure, 
ebenfalls zur Gruppe der Hormone hinzugerechnet werden. 

Wie oben angegeben, basiert die hier vertretene Ansicht tiber 
den Wirkungsmodus der sekretorischen Hormone zum Teil auf der 
Annahme, daB das Nervensystem, welches an den Sekretionsprozessen 
ebenfalls stets beteiligt ist und dieselben sehr genau reguliert, in seinem 
Ruhezustande hemmenden EinfluB auf die Driisenzellen ausiibt in 
dem Sinne, daB es den Hormonen und, wie es scheint, auch den nur 
wihrend der Sekretionsperiode notwendigen erhéhten Mengen anderer 
Stoffe den Eintritt aus dem Blute in die Driisenzellen versperrt. 


Es muB hier jedoch bemerkt werden, daB dieser hemmende FinfluB des 
Nervensystems sich augenscheinlich nicht auf alle Driisen mit der gleichen 
Stirke geltend macht. Beim Hunde scheint derselbe im Fundus des Magens 
am stirksten ausgeprigt zu sein, weil in vollstandig niichternem Zustande 
des Tieres darin sehr oft auch nicht die geringste Sekretion beobachtet 
werden kann, wihrend im Pylorus dagegen, wo angeblich eine geringe aber 
kontinuierliche Sekretion stattfinden soll, die Hemmungen also bedeutend 
schwachere sein miissen. Schwacher als im Fundus sind die hemmenden 
Einfliisse der Nerven auch in den Darmdriisen und im Pankreas, wie dies 
ja aus den Beobachtungen iiber die periodische Sekretion gefolgert werden 
kann, bei welcher dic Saftabsonderung im Magen gewéhnilich ganz ausbleibt. 
und besonders in der Leber und in den Speicheldriisen, welche, wie bekannt. 
ebenfalls auf eine gewisse kontinuierliche Sekretabsonderung eingestellt sind. 

Es gibt also Driisen, welche auch auBerhalb der Verdauungsperiode 
obwohl schwach, jedoch aber kontinuierlich sezernieren, was uns zu det 
Annahme zwingt, daB an der spezifischen Tatigkeit dieser Driisen die 
excitosekretorischen Hormone des Blutes bald mehr bald weniger, aber 
jedenfalls ununterbrochen beteiligt sind. Was im Gegenteil diejenigen 
Driisen anbelangt, welche in der Ruhe kein Sekret nach auBen absondern., 
und als solche miissen hauptsachlich die Driisen des Magenfundus angesehen 
werden, so kann die Beteiligung der Bluthormone an der spezifisehen 
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Tatigkeit desselben im Ruhezustande nur eine verhaltnismaBig sehr gering: 
sein. Die Produktion der Fermente sowie anderer Bestandteile der Sekrete 
werden in solehem Zustande von den hauptsichlich im Stoffwechsel der 
Driisenzelle selbst gebildeten Hormonen, unter welchen die Kohlensiiure 
und das Ammoniak besonders in statu nascendi eine wichtige Rolle spielen, 
angeregt und unterhalten. Die im Blute zirkulierenden Hormone dienen 
hauptsachlich also nur dazu, um bei erhéhten Anforderungen die spezi 
fische Tiatigkeit der Driisenzelle bis zur jeweils nétigen Héhe zu verstirken, 
wahrend im sogenannten Ruhezustande die Driisenzelle qualitativ genau 
dieselbe Arbeit auch lediglich mit ihren eigenen Mitteln und Kriaften zu 
verrichten imstande ist. 

Wenn wir das gesamte, die Innervation der Verdauungsdriisen 
betreffende experimentelle Material niher betrachten, so kénnen wir 
als mit voller Sicherheit bewiesen, wohl nur die eine Tatsache an- 
erkennen, nimlich, daB nicht nur in den parasympathischen allein, 
sondern auch in den sympathischen Nerven excitosekretorische Fasern 
zu den Verdauungsdriisen verlaufen. Was dagegen die Existenz spezieller 
depressosekretorischer Nerven bzw. Nervenfasern anbelangt, Fasern, 
durch deren Reizung also spezielle Sekretionshemmungen ausgelést 
werden sollen, so muB ausdriicklich betont werden, dal dieselbe bis 
jetzt wohl in keinem Falle einwandfrei bewiesen worden ist. Die dies- 
beziiglichen experimentellen Befunde widersprechen sich oft und 
kénnen nicht selten auch von ganz anderem Standpunkt aus erklirt 
werden), 

Die Frage nach dem Sekretionsmechanismus der Driisen und 
speziell nach der Rolle der Nervenelemente in demselben kann aber 
sofort klar und, was von besonderer Wichtigkeit ist, fiir alle Driisen 
auf die gleiche Art gelést werden, wenn wir an die Stelle von den hypo- 
thetischen speziellen depressosekretorischen Nervenfasern die tat- 
sachlich existierenden und hauptsiichlich als Stoffwechselprodukte des 
weitverbreiteten Muskelsystems in betriichtlicher Menge entstehenden 
excitosekretorischen Hormone setzen. In solchem Falle aber muf 
die allgemein bekannte Fabigkeit der Driisennerven nach _ ihrer 
Reizung Sekretionen auszulésen, lediglich dadurch erklart werden 
daB sie im Zustande der Erregung den im Blute zirkulierenden 
Hormonen, welche von diesem Standpunkte aus als die einzigen direkten 
Reizmittel des Organismus fiir die Driisenzellen anzusehen sind, den 
Eintritt in dieselben notwendigermaBen frei machen, wahrend sie im 
Zustande der Ruhe die Hormone daran mehr oder weniger stark ver- 
hindern, also depressosekretorisch einwirken. 

Die allgemein bekannte, oft wochenlang andauernde spontane 
Sekretion der Driisen nach Durchtrennung méglichst aller zu denselben 


') R. Krimberg, Zur Frage nach dem Sekretionsmechanismus der 
Magendriisen, 8, 38 — 40. 




















Bedeutung der Muskelhormone. 199 


verlaufenden Nerven kann meines Erachtens nur so erklart werden, 
daB durch diesen Eingriff der hemmende EinfluB des Nervensystems 
auf die Dauer abgeschafft wird. Der hemmende EinfluB des Nerven- 
systems fallt aber ebenfalls weg bzw. wird mehr oder weniger geschwiacht, 
sobald die Nerven in den Erregungszustand gebracht werden. Es ist 
dabei jedoch durchaus gleichgiiltig, ob der ausgeiibte Reiz ein kiinst- 
licher, z. B. elektrischer, oder aber, was unter der normalen Verhalt- 
nissen von ganz besonderer Wichtigkeit erscheint, ein physiologisch- 
reflektorischer, von der Schleimhaut des Verdauungstraktus aus- 
gehender ist, ob derselbe ein durch die hormonale Erregung dersekre- 
torischen Nervenzentren oder gar ein psychoreflektorischer, in der 
Hirnrinde selbst durch Vorstellungen usw. entstandener ist. 

Es ist also klar, daB nach dem hier vertretenen Standpunkt die 
Sekretion des sogenannten ,,psychischen“ oder Appetitsaftes ebenfalls 
nur unter Mitwirkung der im Blute zirkulierenden und durch die be- 
treffenden Driisenzellen auf dem Wege zur Ausscheidung begriffenen 
Hormone ausgelést werden kann. Da aber die Latenzperiode in diesem 
Falle eine verhaltnismaBig sehr kurze ist und gewoéhnlich nur einige 
wenige Minuten dauert, so muG daraus gefolgert werden, daB nicht nur 
wahrend der Scheinfiitterung, sondern auch bei normaler Nahrungs- 
aufnahme die psychische Phase der Magensekretion, wenigstens im 
Anfang, wohl ausschlieBlich durch die Einwirkung der endogenen Hor- 
mone ausgelést wird, wahrend die aus dem Verdauungstraktus 
resorbierten Erreger natiirlich erst bedeutend spaiter und nur je nach 
der Art der eingefiihrten Nahrung mehr oder weniger unterstiitzend 
mitwirken kénnen. 

Der soeben in aller Kiirze geschilderte Mechanismus gilt unserer 
Meinung nach nicht nur fiir die Arbeit der Verdauungsdriisen allein, 
sondern er trifft im allgemeinen auch bei der Tiatigkeit aller iibrigen 
Ausscheidungsdriisen, z. B. der Trinen- und Schweibdriisen, sowie 
der Nieren zu, natiirlich insofern die stattfindende Exkretion sich 
nicht durch einfache physikalisch-chemische Prozesse der Filtration, 
Osmose usw. erklairen liBt., 

Zum SchluB méchte ich noch darauf hinweisen, daB es sicherlich auch 
pathologische Zustinde gibt, deren Hauptsymptome nur durch eine an- 
dauernde Uberschwemmung des Blutes mit Hormonen bzw. Armut an 
denselben erklart werden kénnen. Im Zusammenhange damit werden wir 
natiirlich im ersteren Falle eine auf die Dauer gesteigerte, im letzteren 
Falle dagegen eme im Verhaltnis zur Norm verringerte Funktion der Ver- 
dauungs- und eventuell auch anderer Ausscheidungsdriisen des Kérpers 
zu erwarten haben. Als eines der besten Beispiele von Erkrankungen dieser 
Art kénnen meiner Ansicht nach die zahlreichen Fille des Hyper- bzw. Hypo- 
thvreoidismus gelten. Es liegt mir nimlich der Gedanke am nichsten, 
daB derjenige Inkretstoff, welcher den eigentlichen Grund fiir die hohe 
Bedeutung der Schilddriise in erster Linie ausmacht, iiberhaupt kein 
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Hormon im wahren Sinne des Wortes ist, sondern eher wohl einen Aktivator 
(oder auch vielleicht ein Koferment) fiir die Enzyme des Zellplasma- 
eiweiBes darstellt. Das assimilierte EiweiB des Zellplasmas wird nun aber 
sicher auf eine ganz spezifische Weise abgebaut, und man kann leicht 
vermuten, da8 nur bei diesem Abbau die fiir das betreffende Gewebe 
charakteristischen stickstoffhaltigen Hormone entstehen; daneben werden 
natiirlich auch noch einige andere einfachere Hormone, wie z. B. die Kohlen- 
siiure und ganz besonders das Ammoniak, welches ja bei den Des- 
aminierungsprozessen tiberall sowie auch bei der Verbrennung des Nahrung- 
eiweiBes frei wird, gebildet. 

Als die Folge einer Uberfunktion der Schilddriise bekommen wir 
schlieBlich also eine erhéhte Hormonproduktion nicht nur in den Muskeln, 
sondern auch in allen tibrigen Geweben und Organen des Kérpers. Es 
werden dabei ohne Zweifel die verschiedenartigsten Hormone im Ubermai 
produziert, aber qualitativ sind es im groBen und ganzen héchstwahrschein- 
lich nur dieselben Hormone, welche im gegebenen Organismus auch unter 
normalen Verhaltnissen entstehen. Durch die lokale stimulierende Wirkung 
der im Uberma8 gebildeten Hormone wird der Stoffwechsel in den Gewebs- 
zellen selbst mehr oder weniger in die Héhe getrieben, wihrend eine Uber 
schwemmung des Blutes mit denselben die verschiedensten Teile des Nerven- 
systems, sowie auch viele andere Organe und Gewebe in einen dauernden 
Erregungszustand zu versetzen imstande ist. Um die Menge der im Blute 
zirkulierenden Hormone herabzusetzen, wird nun endlich der oben be- 
schriebene Ausscheidungsmechanismus durch die Driisen des Kérpers in 
Gang gesetzt. Von den Driisen des Verdauungstraktus werden hier vor- 
wiegend natiirlich dieselben, welche auch bei der periodischen Sekretion 
beteiligt sind, d. h. die Driisen des Darmes, das Pankreas und die Leber 
in Anspruch genommen, und da die auf dem Wege durch die Darmwand 
zur Ausscheidung begriffenen Hormone gleichzeitig auch die Motilitaét des 
Darmes erhéhen, so kommt es dabei auch nicht selten zu den hartnickigsten 


Diarrhéen. 

In Fallen einer Hypofunktion der Schilddriise dagegen mu die Menge 
der produzierbaren und im Blute enthaltenen Hormone natiirlich eine 
geringere, als in der Norm sein, und infolgedessen ist das ganze resultierende 
Krankheitsbild geradezu das Gegenteil von dem, welches wir gewoéhnlich 
beim Hyperthyreoidismus beobachten. 
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Untersuchungen iiber die Samenreifung. 


Von 
A. Blagowestschenski. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Kabinett der mittelasiatischen 
Staatsuniversitit, Taschkent. ) 


(Eingegangen am 28. Januar 1925.) 


Die Reijung der Samen ist bis jetzt noch auberst wenig erforsciit, 
und die ganze Literatur iiber diese Frage beschrinkt sich auf eine 
verhaltnismaBig kleine Anzahl von Arbeiten, welche der Umwandlung 
der einen oder der anderen einzelnen Gruppe chemischer Verbindungen 
gewidmet sind'). Dabei ist der ReifeprozeB sehr interessant. besonders 
da bei ihm die synthetischen Reaktionen, dic im Zusammenhang mit 
der Speicherung der Reservestoffe zum Vorschein kommen, von grober 
Bedeutung sind. Eine detaillierte Untersuchung dieser Reaktionen 
hat besondere Bedeutung vom Standpunkt der Lehre von der Reversi- 
bilitat der Fermentwirkung aus betrachtet. Dieser verhaltnismabig 
noch junge Zweig der Fermentologie stiitzt sich auf eine grobe Menge 


1) Asche. Avendi, Landw. Versuchsstat. 1, 50, 1860: Amithor, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 6, 227, 1882; Partele, Landw. Versuchsstat. 32, 211, 
1885; André, C. r. 189, 805, 1904; Wolff, Aschenanalyse 1, 27, 55, 117. 
Stickstoffverbindungen. Bummer und Kellermann, Landw. Jahrb. 1876; 
Emmerling, Landw. Versuchsstat. 24, 1880; 34. 1887; 54, 1900; Hornberger, 
ebendaselbst 81, 1885; Nedokutschajef{, ebendaselbst 56, 1902; 58, 1904; 
Lswest. Mosk. Se.-Ch. Inst. 1899 (russisch); Journ. Opt. Agron. 8, 1902 
(russisch); NV. J. Wassilie/f, Lsw. Kijew. Polytech. Inst. 1910; W. Sa 
liesskii, Ber. d. bot. Ges. 23, 1905; Beitr. z. bot. Centralbl. 1, 27. 1911; 
E. Schulze, Landw. Jahrb. 35, 1906; Zeitschr. f. physiol. Chem. 71, 1911; 
Schulze und Winterstein, ebendaselbst 65, 1910; Pfenninger, Ber. d. bot. 
Ges. 27, 1909; H. Liters, diese Zeitschr. 104, 30 —79, 1920. Kohlehydrate. 
Lucanus, Landw. Versuchsstat. 4, 1862; Storer und Lewis, Centralbl. Agrik.- 
Chem. 1879; A. Miintz, Ann. Sec. nat. (7), Bot. 3, 1886; Jessen-Hansen, 
Centralbl. Agrik.-Chem. 26, 1897; Portele, Landw. Versuchsstat. 32, 1885; 
Tanret, C. r. 112, 293, 1891. Fette. Meyer, Neues System d. Pflanzer 
physiol. 2, 293, 1888; Leelere du Sablon, C. r. 128, 1084, 1896; S. Iwano/, 
Ber. d. bot. Ges. 29, 1911; Beitr. z. bot. Centralbl. 28, 1, 1912: M. Kor 
sakow, C. r. 155, 1162, 1912. 
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glinzender Experimente, bleibt aber bis jetzt fast ausschlieBlich auf 
chemischem Boden, ohne auf das Gebiet der Physiologie tiberzugehen. 
Uber die synthetischen Prozesse in den Organismen und die sie regieren- 
den Faktoren miissen wir immer noch nach Analogie mit dem, was 
in vitro oft in ginzlich kiinstlichen Bedingungen beobachtet wird, 
urteilen. Natiirlich haben diese Analogien oft sehr vieles fiir sich und 
kénnen ohne besondere Schwierigkeiten angenommen werden, direkte 
Beweise sind aber dennoch notwendig. Letztere kénnen jedoch nur 
durch sorgfiltige Untersuchung derjenigen Erscheinungen des Orga- 
nismenlebens, in welchen die synthetische Wirkung iiber die zer- 
stérende vorherrscht, geliefert werden. Die Bestimmungen der sich 
in der Zeit verandernden chemischen Zusammensetzung und die Fest- 
stellung der gesetzmaBigen Verhaltnisse zwischen diesen Verinderungen 
und dem Vorhandensein entsprechender Fermente ist der richtigste 
Weg einer solchen Erforschung. 

Im Pflanzenreiche offenbaren sich die synthetischen Prozesse am 
deutlichsten (ohne von der Kohblensdureassimilation durch die griinen 
Blatter zu sprechen) in den reifenden Samen, welche Vorrite von 
verschiedenen komplizierten Verbindungen (Eiweibstoffe, Stirke, 
Reservecellulose) auf Kosten der aus den Blittern zustrémenden ein- 
fachen Verbindungen bilden. 

In dieser Arbeit sind an erster Stelle die Resultate einer quanti- 
tativen Untersuchung der Verinderung des Gehalts einiger Stoffe 
beim Reifen der Samen der Pferdebohnen (Vicia faba minor) dar- 
gestellt. Dabei beschrinkte ich mich auf Verbindungen, die entweder 
den Charakter der Reservestoffe (EiweiBbe, Starke, Hemicellulose) 
oder der intermediiren Verbindungen (Glucose, Saccharose, Amino- 
siuren) haben, und habe die anderen Stoffe, die im Pflanzenleben 
eine andere Rolle spielen, z. B. die zum Bestande der mechanischen 
Gewebe gehérenden, nicht untersucht. Nur fiir die Asche und den 
Atherauszug waren vorliufige Bestimmungen getroffen. 

Es wurden die Samen Vicia faba minor als Objekt der Unter- 
suchung genommen, um die Aufgabe etwas zu vereinfachen, da die 
Samen EiweiBe und Kohlehydrate in ungefihr gleicher und Fette 
in einer ganz kleinen Menge enthalten. Die Samen waren im Botanischen 
Garten der Moskauer Universitat gesit. In der zweiten Halfte des Juli 
fing das einige Wochen dauernde reiche Bliihen an. Das Reifen ging 
sehr langsam vor sich, und es gelang nicht, in den Verhiltnissen des 
Moskauer Klimas reife Samen zu erhalten infolge der Mitte September 
eingetretenen Morgenfréste. Die gesammelten Samen wurden sofort 
von den Bohnenhiilsen befreit, getrocknet und gewogen. Als Kriterium 
fiir das Gruppieren nach verschiedenen Reifestadien dienten die Ernte- 
zeit, das iuBere Aussehen der Samen und, an erster Stelle, ihr Trocken- 
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gewicht. Offenbar infolge des ungleichen Saatmaterials und der ver- 
schiedenen meteorologischen Bedingungen der Jahre 1913 und 1914, 
in welchen ich Material fiir meine Untersuchungen bereitete, unter- 
schieden sich die Samen der beiden Ernten voneinander, und die Re- 
sultate der Analysen einzelner Jahre kénnen unmittelbar nicht ver- 
glichen werden. 
Ernte des Jahres 1913. 
Trockengewicht der 100 Samen des Saatmaterials war 42,5590 g. 





Reifestadien : I ul | om IV Vv 


Trockengewicht von 100 
Samen ......2 £3,2280 104780 14,7010 36,9630 41,7820 


Ernte des Jahres 1914. 
Trockengewicht der 100 Samen des Saatmaterials war 53,4080 g. 





Reifestadien : I II Il IV v VI Vil vill IX 


“Yon l00Sameng 2,3235 3,9644 4.3609 9,6489 12,1720 14,7960 18,7020 23,5750 35,0550 


von 100Samen g 


Die Asche. 


Eine Untersuchung des Aschegehalts wurde nur fiir die Ernte des 
Jahres 1913 gemacht und beschrinkte sich auf die Bestimmung der ge- 
samten Quantitit der Rohasche. Die gewonnenen Resultate unterschieden 
sich nicht von dem, was von den anderen Verfassern gefunden war: Die 
relativen Mengen der Asche verringerten sich je nach dem Reifen, die 
absoluten stiegen. Bestimmungen einzelner Ascheelemente sind nicht 
ausgefiihrt worden. 





Reitestadien : a a Ml A Lob.. 


Asche in Proz.d. Trocken- 
Geen. gs a 4 ss 655 | 


. 15 459 4.13 4,30 
Asche in g auf 100 Samen 0.2199 | 


5, 
0.5612 0.7561 16440 2.0270 


Der Atherauszug. ° 


Fiir die in den Atherauszug iibergehenden Stoffe haben sich die Be- 
stimmungen auch auf die Samen der Ernte des Jahres 1913 beschriankt, 
da sich ihre Mengen als sehr klein und zudem ungefahr gleich (im Verhiltnis 
zum Trockengewicht der Samen) wihrend der ganzen Reifezeit erwiesen. 
Eine Speicherung von Reservestoffen hatte hier folglich nicht stattgefunden, 
und fettahnliche Stoffe waren im gegebenen Falle den Samenzellen nicht 
als Nahrmaterial nétig. 





Reifestedien: | ot | | IV Vv 
Atherauszug in Proz. . || 123 | 112 | 115 | 121 1,35 
. in g auf 100 || 
i aw a 3s | 0.0113 | 0.1221 | 0.1809 | 04875 | 06219 
Biochemische Zeitschrift Band 157. 14 
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Stickstoffhaltige Stoffe. 


Durch die Untersuchungen Wassilieffs und Saliesskiis war fest- 
gestellt, daB je nach dem Fortschritt des Reifens die Mengen sowohl des 
gesamten als auch des Eiwei®stickstoffs absolut und relativ wachsen, der 
Gehalt des nicht-proteinen Stickstoffs jedoch fallt. Allein eine genaue 
Untersuchung der Analysen von Nedokutschajef/, Pfenniger, Schulze und 
Winterstein zeigte, daB die in solecher kategorischen Form ausgesprochene 
Behauptung kaum richtig sei, da im Anfang des Reifens manchmal 
kein Anwachsen, sondern ein Fallen des Stickstoffgehalts stattfindet. 
Die Samen des Jahres 1913 untersuchend, stieB ich auf dieselbe 


Erscheinung. 

Die relativen Quantitiaiten des gesamten Stickstoffs (nach Kjeldahl 
bestimmt) fallen, wie es in den Tabellen gezeigt, im Anfang der Reifezeit 
sogar stiirker, als sie spiiter wachsen. Die Veriinderungen des Prozent- 
gehalts des Eiwei®stickstoffs (nach Barnstein) erwiesen sich in den ersten 
Stadien noch unregelmaéBiger als die des gesamten. Die absoluten Mengen 
jedoch sowohl des einen als auch des anderen Stickstoffs, das Verhaltnis 
des EiweiSstickstoffs zum gesamten und der Gehalt des nicht proteinen 
Stickstoffs veriinderten sich ziemlich regelmaBig. 





Reifestadien : I Il | mW IV 


Trockengew.v.100 Samen 3,2280 | 10,4780 14,7010 36,9630 41,7820 


Gesamt-N in Proz. des 


Trockengewichts . . . 6,90 6,76 5,21 5.75 586 
Ges.-N in g auf 100 Samen 0,2227 0,7083 0,7661 2.1254 2.4482 
EiweiB-N in Proz.... 4,92 5,57 4,56 5,12 5,56 
EiweiB-N auf 100 Samen = 01538 05836 0,6702 1,8926 2.3236 
Nicht-Protein-N in Proz. 1,98 1,19 0,65 0,63 0,30 

in g auf 


100 Samen ..... 0,0689 0,1247 0,0959 0.2328 0.1246 


EiweiB-N in Proz. von 
dem Gesamt-N ... | 71,33 82,40 87,49 89,20 94,91 


Alle diese Umstinde nétigten mich, im Jahre 1914 besondere Auf- 
merksamkeit auf die ersten Reifestadien zu iernken. Dabei erwies es sich, 
daB ganz im Anfang des zu erforschenden Prozesses der Stickstoffgehalt 
groB ist, dann fallt er und vergr@Bert sich schnell wieder. Darauf folgt ein 
langsames bedeutendes Fallen, das durch ein noch langsameres und schon 
nicht mehr groBes Ansteigen abgelist wird. Man bekommt den Eindruck 
von allmahlich verliéschenden, wellenartigen Schwankungen. Das Gesagte 
bezieht sich sowch!l auf den gesamten, als auch auf den EiweiBstickstoff. 
Der Grund der Erscheinung liegt, wie es scheint, in dem ungleichmaBigen 
ZufluB der stickstoffhaltigen und stickstofffreien Verbindungen aus den 
Blattern, wobei bald der eine, bald der andere ProzeB durch den benach- 
barten unterdriickt wird. Je nach dem Grade des Reifens der Samen wird 
der Unterschied im Zuflu8 weniger fiihlbar und der SpeicherungsprozeB 
der stickstoffhaltigen Stoffe regelmaBiger. 
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P Gesamt-N Eiweif«N NichtsProtein-N LiweiBeN 
Reife- : v Pre = mal . 
in Proz. vom 


stedien Prog, gin100Samen  Proz. |gin100Samen  Proz. | gin 100 Samen Gesamt«N 


I 646 0.1512 3,42 0,0805 2.99 0.0707 53,72 
U 5.74 0.2268 3.19 | 0.1265 2.55 0.1003 55,58 
Ill 655 0.2856 4,04 0.1754 251 0.1102 61,77 
IV 604 05828 4.07 0.3927 1.97 0.1901 67,43 
V 5.02 06110 3,76 0.4570 1.26 0.1540 74.83 
VI 487 0.7206 3,81 0.5637 1,06 0.1569 78,23 
VII 504 09329 4,02 0.7441 1,02 0,1888 79.74 
VIII | 5,18 | 41,2213 4.21 0.9924 0.97 0.2289 81.28 
IX | 5.10. 18895 441 1.6342 0.69 0.2553 86.38 


Fiir stickstoffhaltige Verbindungen, die keinen EiweiBcharakter haben 
und durch die Differenz zwischen den Mengen des gesamten und des Eiweil}- 
stickstoffs bestimmt werden. wurden die UnregelmaéBigkeiten, ebenso wie 
fiir die Ernten des Jahres 1913, in absoluten und nicht in relativen GréBen 
beobachtet. Der Prozentgehalt des nicht Protein-stickstoffs  fallt 
je nach dem Reifen sehr regelmaiBig, seine Menge in 100 Samen jedoch 
wiichst nicht ununterbrochen, sondern mit Momenten ganz gehérigen 
Fallens. Letztere sind offenbar durch die energische Synthese der Eiweil- 
stoffe auf Kosten der friiher in den Samen befindlichen Stickstoff- 
verbindungen, d. h. verschiedener Aminosiuren und organischen Basen, 


bedingt. 
Die léslichen reduzierenden Zucker und die Saccharose. 


Beim Untersuchen des quantitativen Gehalts der léslichen reduzierenden 
Zucker (Glucose) wurden die Proben von feingepulverten Samen mit 
kochendem 70proz. Athylalkohol ausgezogen. Nach der Destillation des 
letzteren im Vakuum bei 35 bis 40° wurde die Lésung mit Wasser bis zu 
einem gewissen Volumen gebracht und die Bestimmung der Glucose nach 
Bertrand ausgefiihrt. Zu einer besonderen Portion wurde die nach 
O’Sullivans und Tompsons') Methode durch kontinuierliche (13 Monate) 
Selbstverdauung der Unterhefen in Anwesenheit des Toluols und Aus- 
fallung des Ferments mit Alkohol zubereitete Invertase hinzugefiigt. Die 
Inversion dauerte 24 Stunden bei 25°. Nach einer neuen Bestimmung 
des reduzierenden Zuckers wurde der Saccharosegehalt nach der Differenz 
zwischen der ersten und der zweiten Bestimmung berechnet. Diese Methode 
erwies sich als sehr genau, und der Unterschied zwischen der Haupt- und 
der parallelen Kontrollbestimmung wurde in unbedeutenden GréBen aus- 
gedriickt. Die Resultate der Analysen zeigten, daB die Menge der reduzieren- 
den Zucker wihrend der ganzen Reifezeit relativ fallt, und obgleich sie sich 
absolut auch verringert, so geht diese Verringerung nicht gleichmaBSig vor 
sich und wird durch Momente eines erheblichen Ansteigens unterbrochen. 
Der Grund des letzteren liegt offenbar in dem verstirkten ZufluB der 
Glucose aus den Blittern. Was jedoch den Rohrzucker betrifft, so ver- 
gréBern sich, relativ fallend, seine Mengen absolut, von Zeit zu Zeit starke 
Abweichungen von dem regelmiBigen Laufe des Prozesses zeigend. Diese 
Abweichungen kénnen nicht durch einen Bestimmungsfehler erklirt werden 
und stehen offenbar in Zusammenhang mit den UnregelmaéBigkeiten im 
Speicherungsverlauf der stickstoffhaltigen Stoffe. 





1) O'Sullivan and Tompson, Journ. Chem. Soc. Trans. 57, 834, 1890 
14* 
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Ernte des Jahres 1913. 





Reife- Glucose Saccharose 
stadien Proz. g in 100 Samen Proz. g in 100 Samen 
I 3,07 0,1030 2,23 0,0749 
If 1,94 0,1460 2,69 0.2931 
itl 0,57 0,0858 2,21 0.3249 
IV 0,21 0,0846 1,76 0,6890 
V 0,23 0,1051 152 0,6986 


In den Ernten des Jahres 1913 war folglich der absolute Glucosegehalt 
in 100 Samen am Ende der Reifezeit derselbe wie im Anfang, und mit voller 
Genauigkeit tritt das Fallen des Glucosegehalts im Verhialtnis zu dem 
ersten Stadium nur in den Samenanalysen vom Jahre 1914 hervor. Leider 
gelang es nicht, das erste Stadium auf die Kohlehydrate zu analysieren, 
infolge von Mangel an Material. 


Ernte des Jahres 1914. 





Reifes Glucose Saccharose 

stadien Proz. g in 100 Samen Proz. g in 100 Samen 
Il 5,80 0,2299 5,74 0.2276 
ul 2'55 0.1112 199 0.0868 
IV 2/28 0.2150 2'78 0.2682 
V 091 0,1108 3,10 0,3765 
VI 0,96 0,1429 3,18 0.4705 
Vil 0,48 0,0872 2,62 0,4761 

Vill 0,37 0,0872 2,01 0.4378 
IX 0,39 0,1367 2,02 0.7081 


Das lisliche Polysaccharid. 


Ein Teil der Zuckerlésung wurde mit schwacher Salzsiure hydrolysiert 
und zeigte eine weitere, augenscheinlich durch die Spaltung irgend eines 
Polysaccharids, auf welches die Invertase nicht wirkt, hervorgerufene 
VergréBerung der Reduktionsvermégen. Wahrscheinlich gehért dieses 
Polysaccharid zu den Galaktosederivaten, da sich bei Oxydation mit 
Salpetersiture des durch Kondensieren des Alkoholauszuges gewonnenen 
Sirups eine in Wasser unlésliche und bei 212 bis 214° schmelzende Schleim- 
siure gebildet hatte. Es gelang nicht, dieses Polysaccharid chemisch rein 
zu erhalten, da die in der Lésung enthaltenen Aminosduren die Kristalli- 
sation verhinderten. Die Bestimmungen der Mengen dieses Polysaccharids 
wurden nur fiir die Ernte des Jahres 1914 getroffen. Den Resultaten der 
Analysen gemaéB, vergriéBerten sich die absoluten Mengen des léslichen 
Polysaccharids zum Ende des Reifens, die relativen blieben jedoch fast 
unveraindert. Aber wihrend der Reifezeit beobachtete man auch fiir dieses 
Kohlehydrat Perioden einer energischen Speicherung, die mit Perioden 
eines starken Verbrauchs abgelést wurden. 
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. Lésliches Polysaccharid , Lésliches Polysaccharid 
_Reite- Reites 
sstadien Proz. \e in 100 Samen stadien Proz. |g in 100 Samen 
II 2,68 0,1063 VI 2,19 0.3240 
Ill 4,08 0,1779 VII 3,10 0,5633 
IV 4,17 0.4023 Vill 1,34 0.3159 
Vv 1,92 0.2337 IX 2.84 0.9956 





Die Starke. 


Die Bestimmung der Starke wurde mit Mercks Diastase ausgefiilirt. 
Die Resultate unterschieden sich von den Angaben anderer Autoren nur 
im Anfang und vor dem Ende des Reifens, als dieselben Erscheinungen 
beobachtet wurden, wie auch bei den iibrigen untersuchten Kohlehydraten : 
eine energische Stirkespeicherung wurde von Momenten, wo ihr Verbrauch 
vorherrschte, unterbrochen. 








Ernte des Jahres 1913. Ernte des Jahres 1914. 
Reife. \ Starke Reifes Starke 

stadien Proz. lg in 100 Samen stedien Proz. g in 100 Samen 

I 8,53 0.2864 IT 19.41 0,7699 

Il 21,24 2.3146 Ill 11,92 0.5198 

ll 48,08 4,7532 IV 19,79 1,9090 

IV 47,87 19,2875 Vv 30,62 3,6422 

Vv 47.91 22.0195 VI 33,03 4.8871 

Vil 33,62 6,1093 

VI 29'96 7.0630 

IX 39,87 13,9765 

Hemicellulosen. 


Nach der Bestimmung der Stirke wurden die Zellenwinde mit 
schwachem Alkali bearbeitet und mit verdiinnter Schwefelsiure hydro- 
lysiert. Nach Filtrieren und sorgfaltigem Durchwaschen wurde das Filtrat 
mit den Waschwiissern vereinigt, neutralisiert und bis zu einem bestimmten 
Volumen gebracht. Die Menge des reduzierenden, nach Bertrand bestimmten 
Zuckers wurde als der Menge der Hemicellulose entsprechend betrachtet. 
Die Natur der Monose, die zu ihrem Bestande gehérte, war nicht festgestellt 
worden. Die Bestimmungen wurden nur fiir die Samen der Ernten des 
Jahres 1914 gemacht. An den gewornenen Resultaten lassen sich dieselben 
charakteristischen Ziige wie auch bei den iiblichen Kohlehydraten beob- 
achten. 








Hemicellulose Hemicellulose 
Reifestadien Reifestadien 
Proz. g in 100 Samen Proz. g in 100 Samen 
m | 260 0,1008 vr | 697 0,9277 
III 2.05 | 0,0899 VII 7,53 13683 
IV 4,23 0,4081 Vill 9.56 2.2538 
Vv 7,48 0.8897 IX 4.47 1.5569 
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Zum SchluB des Reifens lieB sich folglich ein starkes relatives und 
absolutes Anwachsen der Hemicellulosen, das sich in dem ganz letzten 
Stadium durch einen jihen Fall abléste, beobachten. 

Wenn man als Multiplikator fiir den Ubergang vom Stickstoff zu den 
EKiweiBstoffen die Zahl 6 statt der gewéhnlichen 6,25 nimmt (nach 
Osbornes') Angaben enthalten die EiweiBe von Vicia faba gegen 18 Proz. 
Stickstoff), wenn man weiter zulaBt, daB die nicht-eiweiBihnlichen stick- 
stoffhaltigen Verbindungen sich durch denselben Stickstoffgehalt aus- 
zeichnen, und wenn man die gewonnenen Resultate mit dem Kohlehydrat- 
gehalt und das Verhiltnis des EiweiBstickstoffs zum gesamten Stickstoff 
wihrend der verschiedenen Reifestadien vergleicht, so kénnen die Resultate 
der angefiihrten quantitativen Untersuchung der reifenden Samen (Ernte 
des Jahres 1914) in folgende Tabelle zusammengefaBt werden: 





N.-Verbindungen Kohlehydrate kiweif.N 
Reifestadien ———— . . Gesamt-N 
Proz. g in 100 Samen Proz. g in 100 Samen Proz. 

I | 38,76 0,9072 — —_ 53,72 
u 684 ae 13608 36,23 1,4341 55,58 
ll 39/30 17136 22'59 0.9856 61.77 
IV 36,24 3,4968 33,25 3,2026 67,47 
Vv 30,12 3,6660 44,03 5,2529 74,83 
VI 29,22 4.3236 45,63 6,7513 78,23 
Vil 30,24 5,5974 47,35 8,6042 79,79 
Vill 31,08 6,3278 43,24 10,1577 81,28 
IX 30,60 11,3370 49,59 17,3838 86,38 


Die angefiihrten Angaben lassen den Schlu8 ziehen, daB im Moment 
des stérksten Fallens des Kohlehydratgehalts (drittes Stadium) auch die 
Speicherung der stickstoffhaltigen Stoffe iiberhaupt und der Ubergang 
der nicht-proteinartigen Verbindungen im besonderen duBerst energisch 
stattfindet. Einstweilen kann man noch nicht entscheiden, ob es ein ein- 
faches Zusammentreffen sei, oder ob zwischen den beiden Erscheinungen 
ein kausaler Zusammenhang bestehe. Das Vorhandensein des zweiten 
Fallens der Kohlehydratmenge, welches mit einiger Erhéhung des Gehalts 
der stickstoffhaltigen Stoffe zusammenfallt, spricht eher zugunsten der 
zweiten Vermutung. Es ist natiirlich méglich, daB der ZufluB der Kohle- 
hydrate und der stickstoffhaltigen Stoffe gleichsam als aufeinanderfolgende 
Wellen aus den Blittern kommt, wobei bald die eine, bald die andere 
Gruppe vorherrscht. Es ist sehr wahrscheinlich, daB die meteorologischen 
Faktoren (die Wirkung der atmosphirischen Niederschlage, die Dauer 
des Sonnenscheins, die kleineren oder gréBeren Feuchtigkeiten usw.) bei 
der Bildung dieser Wellen von Bedeutung sind, da das Reifen sehr langsam 
vor sich geht und das Wetter wahrend seiner Dauer éfters wechselt. AuBer 
dieser Erklirung ist aber auch ein anderer Fall méglich: Die verstarkte 
EiweiBsynthese erfordert fiir ihre Realisierung, wie jede endothermische 
Reaktion, einen ZufluB der freien Energie. Letztere jedoch wird aus den 
Atmungsprozessen, bei welchen der Kohlehydratverbrauch stattfindet, 
geschépft. Diese Voraussetzung fordert natiirlich eine experimentelle 
Priifung, welche ich bis jetzt keine Méglichkeit hatte, zu machen. 


1) Th. Osborne, The vegetable proteins 1909, S. 57. 
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Das Nachreifen der Samen. 


Auber der Untersuchung der Samen, welche in natiirlichen Be- 
dingungen gereift sind, wurde von mir auch das Experiment mit dem 
Nachreifen der Bohnen, die, um die Samen von dem Einflu®B der aus 
den Blattern zustrémenden Stoffe zu isolieren, von der Mutterpflanze 
gelést waren, gemacht. Das Experiment hatte einen rein orientierenden 
Charakter und konnte leider bis jetzt nicht wiederholt werden. In- 
zwischen sieht man schon aus den erhaltenen Resultaten erstens die 
Wichtigkeit solcher Experimente') fiir die Erkenntnis der synthetischen 
Prozesse bei dem Nachreifen, und zweitens die Unmdéglichkeit, genaue 
Angaben zu erhalten, wenn man die Samen in den Hiilsen aufbewahrt. 
Die aus den letzteren zustrémenden Stoffe beeintrichtigen stark die 
Klarheit des erhaltenen Bildes. Ebenso wurde die Notwendigkeit 
klar, die Samen in den Bedingungen vor minimaler Verdunstung zu 
bewahren und die bei der Atmung sich ausscheidende Kohlensiure 
zu messen. 


Das Experiment wurde mit den am 12. August 1914 gesammelten 
Bohnen ausgefiihrt. Alle Friichte wurden in zwei Portionen geteilt, von 
denen die eine sofort von den Hiilsen befreit wurde und die Samen bei 
60 bis 70° getrocknet wurden, und die andere wurde fiir 10 Tage an einen 
kiihlen dunklen Ort zwischen Blatter feuchten Filterpapieres gelegt. Das 
Trockengewicht einer Bohne war im Anfang des Versuchs 3,9313 g, am 
Ende 2,3350g. Die Hiilsenwinde schrumpften ziemlich stark zusammen, 
hatten aber doch ein frisches Aussehen. Das Trockengewicht von 100 Samen 
war im Anfang 3,9644g, am Ende 4,9950g. Der Gehalt des Gesamt- 
stickstoffs und des Eiwei¥stickstoffs hatte sich stark vergréBert, wobei 
der letzte auf 0,0083g mehr als der erste zugenommen hatte; das ent- 
spricht 0,0498 g des EiweiBes, das sich unbedingt in den Samen auf Kosten 
der stickstoffhaltigen nicht proteinischen Stoffe der Samen gebildet hat 
und nicht aus den Hiilsen im fertigen Zustande zugefiihrt worden ist. Mit 
voller GewiBheit kann man auch von einer Sythese beim Nachreifen der 
Hemicellulose, deren Gehalt sich fast verdoppelt hatte und die unbedingt, 
infolge ihrer Unléslichkeit, nicht aus den Hiilsen im fertigen Zustande 
heriiberkommen konnte, sprechen. Recht stark hat sich auch die Menge 
des léslichen Polysaccharids vergréBert, aber welchem Umstande diese 
VergréBerung zuzuschreiben ist, ist unméglich, zu sagen: es hatte sowohl 
ein ZufluB aus den Hiilsen als auch eine Synthese aus anderen Kohlehydraten 
sein kiénnen. Von den letzteren hat sich die Starke nur wenig veriindert, 
die Glucose jedoch und der Rohrzucker haben eine starke Verringerung 
erlitten, die offenbar einerseits durch den Verlust bei der Atmung, anderer- 
seits durch die Synthese der Hemicellulose und vielleicht des léslichen 
Polysaccharids bedingt ist. 


') Zum ersten Male wurden solche Experimente noch von Lucanus 
im Jahre 1860, und danach, fiir Stickstoffverbindungen, von Wassilie// 
und Saliesskii ausgefiihrt. Meine russische vorlaufige Mitteilung war im 
--Bulletin de Academie Impériale des Sciences de St. Petersbourg’ im 
Jahre 1916 veréffentlicht. 
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Anfang Ende 
Proz. g in 100 Samen Proz. g in 100 Samen 
Gewicht von 100 Samen . -- 3,9644 —_ 4,9950 
Gesamt-N ... , 5.74 0.2268 6.45 0.3189 
ES 4 a a) oh es 3,19 0.1265 4,59 0.2269 
EiweiB-N = 
Wee ee ae 55.58 = 71.15 —_ 

G tN 55.5 115 
Ee ee oe oe 5,80 0.2299 3,78 0.1870 
Saccharose . . sae 5,7 0,2268 3,42 0.1691 
Lésliche Polysace haride . . 2,68 0,1063 3,42 0,1691 
0 ee acres BS teat 19,41 0.7695 16,07 0.7946 
Hemicellulose. ..... . 2.60 0, 1008 4,74 0.2344 


Die synthetischen Prozesse lassen sich folglich sowohl beim Reifen 
der Samen auf der Pflanze als auch bei ihrem Nachreifen unter kiinstlichen 
Bedingungen deutlich erkennen. 


Basische stickstoffhaltige, nicht proteine Verbindungen 
in den reifenden Samen. 

Der erste Hinweis auf das Vorhandensein der basischen, stickstoff- 
haltigen Kérper in den reifenden Samen findet sich bei N. J. Wassilieff*), der 
im Jahre 1901 bei der Robinia pseudacacia und bei zwei Lupinusarten Arginin 
und Histidin gefunden hat. Darauf hat N. Netokutschaieff*) eine gewisse 
Menge naéher nicht bestimmter Basen aus den unreifen Weizensamen aus 
geschieden. Spiiter haben Pfenninger*) bei der tiirkischen Bohne Alloxur- 
basen, Arginin, Cholin, Trigonellin, Schulze und Winterstein*) beim Weizen 
Alloxurbasen, Arginin und Histidin, bei den Erbsen Arginin, Histidin, 
Lysin, Alloxurbasen, Cholin und Trigonellin gefunden und_ endlich 
haben Schulze’) vom Vorfinden des Arginins und des Histidins bei der 
Wicke und Kiesel*) betreffs des Auffindens von Xanthin, Guanin, 
Adenin, Hypoxanthin, Histidin, Agmatin, Guanidin, Putrescin, Cholin 
und fiinf unbestimmt gebliebenen Basen in Roggen mitgeteilt. Im 
Jahre 1917 habe ich eine russische Arbeit?) itiber das Vorhandenscin 
einiger Basen veréffentlicht. 

Der gréBte Teil meiner Untersuchung ist mit den am 14. September 1914 
gesammelten Samen von Vicia faba minor gemacht, und nur zur nach- 
tidiglichen Bestimmung einiger Stoffe waren Samen der Juli- und August- 
ernten verwandt. Das Trockengewicht von 100 Samen fiir Grund- 
bestimmung betrug 32.6827 g, fiir die ergiinzende Bestimmung jedoch 
wurde gemischtes Material, aber mit Vorherrschen der weniger reifen 


1) N. J. Wassiliej/f, Dniewnik X1. s’iesda russ. esstesstwoisp. 1901, 5S. 386. 

*) N. Nedokutschaie{{, Landw. Versuchsstat. 58, 279, 1903. 

5) H. Pfenninger, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 27, 227, 1909. 

*) BE. Schulze und E. Winterstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 65, 431 
—476, 1910. 

5) EB. Schulze, ebendaselbst 71, 31—48, 1911. 

6) A. Kiesel, ebendaselbst 185, 61—83, 1924. 

7) A. Blagoveséenskij, Journ. de la Soc. Botanique de Russie 2, 1—7, 
1917 (russisch). 
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Stadien, genommen. Ein Kilogramm der ersten Samen wurde fein, gemahlen, 
der Gehalt des Gesamt-N (5,11 Proz.) und des EiweiB-N (4,39 Proz.) be- 
stimmt und die iibrigen wurden mit 5 Litern Wasser bei 50° eusgezogen. 
Sogleich nachdem ein regelmaéBiges Anfeuchten erfolgt war (bei energischem 
Umrihren gelang es, es in %4 Stunde zu erreichen), wurde der Auszug 
durch ein Koliertuch gegossen, der Rest mit der Buchnerschen Presse 
abgedriickt und die Fliissigkeit bei schwachem Absaugen filtriert. Nach 
Entfernen der EiweiBe und der Peptone mit Bleiessig und des Bleiiiber- 
schusses mit schwacher Schwefelsiure, wurde die Fliissigkeit eingedampft 
und ihr Volumen bis zu | Liter gebracht. Die N-Bestimmung ergab 
3,74 g desselben in 1 Liter. Die iibriggebliebene Fliissigkeit wurde in eine 
groBe Porzellanschale gegossen, mit Baryt neutralisert und nach Hinzufiigen 
des BaCO, und 6fterem WasserzugieBen langsam bis zu einem kleinen 
Volumen verdampft. Nach Filtrieren und sorgfaltigem Durchwaschen 
des Satzes mit kochendem Wasser wurde das Filtrat und die Waschwiisser 
zusammengegossen und durch Abdampfen bis zu 1 Liter gebracht. Die 
Stickstoffbestimmung zeigte eine Verringerung seines Gehalts auf 4,25 Proz., 
was auf die Verfliichtigung des Ammoniaks zuriickzufiihren ist. 

Nach Zerstérung der Amide durch Kochen mit 3 proz. H,SO, und nach 
Vakuumdestillation des Ammoniaks mit BaCO, (nach 1,49 Proz.) wurden 
die Fliissigkeit und die Waschwasser bis 500 ccm eingedampft, mit H, SO, 
bis 5 Proz. angesiuert und mit Phosphorwolframséure gefillt. Der sorg- 
faltig mit lproz. Lésung der Phosphorwolframsiure in 5proz. Schwefel- 
siure durchgewaschene und in wiasserigem Aceton geléste Niederschlag 
wurde mit pulverartigem Atzbaryt zersetzt, der BariumiiberschuB8 aus dem 
Filtrat mit H,SO, entfernt, die Fliissigkeit bis 500 cem eingedampft. Die 
Bestimmung ergab 1,09g Stickstoff (= 31,35 Proz. des Gesamt-N des 
Auszuges). Die mit Schwefelséure etwas angesiiuerte Basenlésung wurde 
mit Ag,SO, bearbeitet. Der Niederschlag wurde gesammelt und sorgfaltig 
mit schwefelsaures Silber enthaltendem Wasser durchgewaschen, das Filtrat 
wurde jedoch mit den Waschwissern zusammengegossen, mit Barytwasser 
bis zu einer schwachsauren Reaktion neutralisiert, und dazu wurde ein 
Uberschu8 des BaCO, zugefiigt. Zum Filtrat vom gewonnenen Nieder- 
schlage der Histidinfraktion wurde die gesittigte Atzbarytfarbung bis zu 
einer. stark alkalischen Reaktion hinzugefiigt und Argininfraktion ab- 
filtriert. 

Fiir die erginzende Analyse wurde 250g fein gemahlener Samen ver- 
wandt. Der Auszug wurde nach Bleiessig mit salpetersaurem Quecksilber 
gefallt, der Niederschlag mit H,S zersetzt und das Filtrat mit Ag,SO, 
in Fraktionen geteilt. 

Der in der sauren Mitte gewonnene Niederschlag der Silberverbindungen 
wurde im Wasser angeriihrt und bei der Temperatur eines Wasserbades 
mit HCl bearbeitet. Der hei8 abfiltrierte Niederschlag des Chlorsilbers 
wurde mit stark verdiinnter Salzsiure durchgewaschen. Das Filtrat wurde 
bei ma&Bigem Erhitzen und bei Aufschiitteln zum Ende des Abdampfens 
wiederholt bis zur Trockne verdampft. Der Rest wurde mit kochendem 
Wasser ausgezogen, der Auszug kondensiert und bei Erhitzen mit Uber- 
schuB von 25proz, wiasserigen Ammoniak bearbeitet. Nach 24 Stunden 
wurde der Niederschlag abfiltriert und mit 2proz. Ammoniak extrahiert. 
Nach weiteren 24 Stunden wurden alle Filtrate zusammengegossen und bis 
zur Trockne verdampft, der Niederschlag wurde in mit HC] angeséuertem 
Wasser gelést, der ungeléste Teil abfiltriert und das Filtrat. in der Kalte 
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mit gesattigter Natriumpikratlésung gefallt. Der gewonnene Niederschlag 
wurde sogleich abfiltriert, durch Auflésen in Atzkalium und ein neues 
Niederschlagen mit Schwefelsiure gereinigt und gewogen. Im ganzen 
waren 0,3218g Pikrat gewonnen. Die Bedingungen der Gewinnung, das 
Aussehen der Kristalle, Schmelzpunkt unter Zersetzung gegen 280 bis 281° 
sind denen des Adeninpikrats gleich. Der Gehalt des freien Adenins war 
als 0,1160 g berechnet. 

Der im Ammoniak nicht aufgeléste Niederschlag wurde in schwacher 
Atznatriumlésung gelést und fiel beim Ansiuern mit Essigsiure wieder 
aus. Nachdem er getrocknet war, betrug er im ganzen 0,0044g. Beim 
Abdampfen der Lésung dieses Niederschlages in Salpetersiure blieb auf 
dem Boden der Porzellanschale ein gelber Fleck, durch die Einwirkung des 
Atznatriums in einen roten iibergehend und beim Erhitzen eine blau- 
violette Farbung annehmend. Die angefiihrten Eigenschaften sind fiir Guanin 
charakteristisch. Die zu kleine Menge des ausgeschiedenen Stoffes erlaubte 
es nicht, es wieder zu identifizieren. 

Der in mit Salzséure angeséuertem Wasser ungeléste Teil der durch 
Ammoniak ausziehbaren Verbindungen wurde auf den Xanthingehalt mit 
Hilfe der charakteristischen farbigen Reaktionen untersucht. Beim 
Kochen mit Salzsiure und KC10O,, bei vorsichtigem Abdampfen der Lésung 
in einer Porzellanschale und bei Anfeuchten des trockenen Riickstandes 
mit Ammoniak erhielt man die fiir Xanthin charakteristische purpur- 
violette Farbung [Weidels Reaktion von LE. Fischer!) veriindert]. Ein 
positives Resultat ergab auch die Reaktion mit Salpetersiure und Atzlauge. 
Diese Reaktionen erlauben es, mit einiger Wahrscheinlichkeit auf das 
Vorhandensein des Xanthins in der untersuchten Mischung zu schlieBen. 


Das mit Ammoniak alkalisch gemachte Filtrat des Adeninpikrats 
wurde mit ammoniakalischer Silberlésung gefillt, der Niederschlag mit 
Salzsiure zersetzt, die freie Siure durch Abdampfen entfernt, der Rest 
mit Wasser bei 40° bearbeitet und zu der erhaltenen Lésung nach vorlaufigem 
Kondensieren die gesattigte Natriumpikratlésung hinzugefiigt. Nach 
24 Stunden wurde der in Form von kleinen Tiafelchen ausgefallene Nieder- 
schlag in kochendem Wasser aufgelést und zu demselben die neutrale 
Lésung des salpetersauren Silbers zugefiigt. Die nach einigem Stehen 
erhaltenen nadelférmigen Kristalle wogen 0,076 g, ihr Silbergehalt betrug 
0,017 g, d. h. 22,37 Proz. Nach der Formel des Hypoxanthinsilberpikrats 
jedoch muB der Silbergehalt 22,91 Proz. sein. 

Bei den ergainzenden Untersuchungen wurde der Niederschlag der 
Silberverbindungen der Purinbasen mit Schwefelwasserstoff zersetzt, 
und die Basen wurden in Carbonate iibergefiihrt. Die Lésung der letzteren 
wurde bis zu einem kleinen Volumen eingedampft und fiir eine Nacht 
stehengelassen. Ein Niederschlag in Form von kugelférmigen Aggregaten 
feiner Kristalle fiel aus. Mit Wasser gewaschen und getrocknet, waren 
sie von einer blassen graugelben Farbe. Nach dem aéuBeren Aussehen des 
Niedersehlages zu urteilen, konnte man auf das Vorhandensein des Tyrosins 
schlieBen, aber eine Probe mit dem Millonschen Reagenz ergab ein negatives 
Resultat. Dafiir war die Weidel-Fischersche Reaktion auf Xanthin auBerst 
scharf ausgeprigt. Allein der Niederschlag erwies sich nicht rein; bei der 
Murexidprobe erhielt man die rote Farbung schon unmittelbar nach dem Ab- 


1) BE. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 31, 2236. 
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dampfen mit Salpetersiure, was nur in Anwesenheit der Harnséure der Fall 
ist. AuBerdem erwies sich die bei weiterem Erhitzen mit Alkali gewonnene 
purpurrote Farbung als auBerst standhaft und hatte nach 24 Stunden ihre 
intensive Farbe fast gar nicht verandert (ein Kennzeichen von Guanin). 
Auf das Vorhandensein von Guanin wies auch die Unléslichkeit im schwachen 
Ammoniak eines Teiles des Niederschlags hin. Da die Entdeckung der 
bis jetzt in den Pflanzen nicht aufgefundenen Harnsaure besonderes Interesse 
erweckt, wurden auf dieselbe folgende Reaktionen, die alle ein positives 
Resultat ergeben, gemacht: 1. Kleine Kristallmengen wurden auf einer 
Objektplatte mit Salzsiure bearbeitet. Der ungeléste Teil hatte bei der 
mikroskopischen Untersuchung das Aussehen von Harnsiurekristallen. 
2. Nach vorsichtigem Erhitzen mit verdiinnter Salpeterséure und nach 
Entfernen des Uberschusses der letzteren wurden einige Tropfen Schwefel- 
siure und Benzol hinzugefiigt. Es wurde eine blaue, beim Verdampfen des 
Benzols in eine dunkelorange iibergehende Fiarbung erhalten (Denigés- 
reaktion). 3. Mit Salzsiure und Phosphorwolframséure gewann man einen 
hellbraunen Niederschlag. 4. Der in verdiinnter Schwefelsiure geliéste 
Niederschlag entfirbte die Permanganatlésung. Alle diese Reaktionen 
weisen klar genug auf das Vorhandensein der Harnsaure in der untersuchten 
Mischung hin, man kann aber daraus nicht den Schlu8 von ihrem Vorhanden- 
sein als solche (obgleich man es auch nicht verneinen kann) in den reifenden 
Samen ziehen, da die Harnsaure sich sehr leicht durch Oxydation aus Purinen 
und Oxypurinen bildet und wahrend der Analyse entstanden sein konnte'). 
Die Mutterlauge der gewonnenen Kristalle wurde in eine Salzsiéurelésung 
iibergefiihrt und auf schon beschriebene Weise bearbeitet. Es wurden von 
neuem das Adeninpikrat und das Hypoxanthinsilberpikrat abgeschieden. 

Der Niederschlag von der Histidinfraktion wurde mit 350 cem 5proz. 
Schwefelséiure zerrieben, mit Schwefelwasserstoff zersetzt, das Filtrat 
vom Ag,S bis 700 cem gebracht und nach Kossel und Patten*) mit einem 
kleinen Uberschu8 von schwefelsaurem Quecksilber gefillt. Der Nieder- 
schlag wurde nach 24 Stunden abfiltriert und mit Schwefelwasserstoff 
zersetzt. Im Filtrat vom Schwefelquecksilber wurde der Stickstoff 
bestimmt. Es wurden 0,0375 g Stickstoff, die 0,204 g Histidin entsprechen, 
gefunden. Ein weiteres Identifizieren des letzteren konnte nicht ausgefiihrt 
werden, da die Lésung infolge eines ungliicklichen Zufalls verloren ging. 
Das Filtrat und die Waschwiisser vom Niederschlag mit Quecksilber 
wurden zusammengegossen, schwefelsaures Quecksilber wurde noch hinzu- 
gefiigt, und nach einige Tagen hatte sich ein Niederschlag gebildet. Nach 
seiner Zersetzung mit Schwefelwasserstoff und der nachfolgenden Behand- 
lung erhielt man ein Pikrat, das in glinzenden Nadeln kristallisierte und 
bei 262 bis 264° schmolz. Sein Gewicht betrug 0,0163 g. Das Vorhanden- 
sein in der Histidinfraktion, die langsame Fallung mit schwefelsaurem 
Quecksilber, das Aussehen der Pikratkristalle und, teilweise, ihr Schmelz- 
punkt erinnert an Cytosin, dessen Pikrat bei 270° schmilzt. Die kleine 
Menge des erhaltenen Stoffes erlaubte sein weiteres Identifizieren nicht. 

Nach Zersetzen des Niederschlags der Argininfraktion mit Schwefel- 
wasserstoff wurde die Lésung von Schwefelsiure und Barium befreit 
und bis auf 280 ccm gebracht. Die Bestimmung ergab 0,4183 g Stickstoff. 
Danach wurde die Lésung kondensiert, erwairmt und Pikrinsaéure hinzu- 


1) W. Jones, Nucleic Acids 1914, 8. 47—53. London. 
*) Kossel und Patten, Zeitschr. f. physiol. Chem. 38, 39, 1903. 
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gefiigt. Beim Kristallisieren wurden zwei Fraktionen erhalten. Die Kristalle 
der ersten listen sich im heiBen Wasser leichter, sahen wie lange, 
zitronengelbe kleine Nadeln aus und schmolzen bei 207°, wie es fiir Arginin 
entspricht. lhr Gewicht betrug 0,4835 g, was 0,1916 g reinen Arginins ent- 
spricht. Der andere Teil der Kristalle wog 0,025 g und liste sich bedeutend 
schwerer. Die Kristalle waren fein, orangefarbig. Beim Erhitzen begannen 
sie bei 280° schwarz zu werden, bei 300° sublimierten sie, bei 317° wurden 
sie mit reichlichem Ausscheiden gelbbrauner Dampfe explosiv. Diese 
Eigenschaften ahneln denen, die von Kutscher und Otori') fiir das Guanidin- 
pikrat beschrieben worden sind. 

Bei der erganzenden Untersuchung wurde das Arginin als ein Kupfer- 
derivat seines Nitrats gewonnen. Es wurden 1,2970g mit dem Schmelz- 
punkt 112° erhalten. Die Mutterlauge von dieser Verbindung wurde nach 
der Schwefelwasserstoffeinwirkung mit  stickstoffsaurem Silber und 
Ammoniak bearbeitet und der Niederschlag in ein Pikrat iibergefiihrt, 
das unter fiir Guanidin charakteristischen Bedingungen bei 314° zusammen- 
schmolz. 

Das Filtrat vom Fillen der Argininfraktion wurde von Silber und Salz- 
siure befreit und mit Phosphorwolframsaéure gefillt. Die nach einer ent- 
sprechenden Behandlung erhaltene Carbonatlésung wurde mit Salzsiéure 
iibersiittigt und abgedampft, bis ihr Uberschu® entfernt war. Der Rest 
vom Abdampfen wurde im Vakuumexsikkator getrocknet und mit absolutem 
Alkohol ausgezogen. Der ungeléste Rest wurde weiter mit Methylalkohol 
beim Erhitzen bearbeitet. In dem gewonnenen, stark gefarbten Auszuge 
wurden vorwiegend anorganische (Kalium-) Salze gefunden, das Lysin 
abzuscheiden, gelang jedoch nicht. 

Die Liésung der Basen in Alkohol wurde mit groBem Uberschu8 der 
alkoholischen Sublimatlésung gefallt. Nach 2 Wochen wurde das Salz 
abfiltriert, mit Schwefelwasserstoff zersetzt, und die wasserige Chlorid- 
lésung wurde nach Hinzufiigen von Na,CO, bis 5 Proz. mit dem Stanék- 
schen*) Reagenz gefallt. Sogleich fiel ein brauner pulverartiger Satz, der 
sich nach einiger Zeit in einen griinen kristallinischen verwandelte, aus. 
Auf ein stickstofffreies Filter gesammelt und durchgewaschen, wurde er 
nach Kjeldahl verbrannt. Es wurden 0,0534 g Stickstoff gefunden, was dem 
Cholingehalt in 0,4010 g entspricht. 

Das Filtrat vom Cholinperjodid konnte Betain und ihm verwandte, nur 
in sauren Liésungen Perjodide gebende Verbindungen enthalten. Um diese 
Verbindungen abzuscheiden, wurde zur Lésung Schwefelsiiure bis mun 
Gehalt von 10 Proz., Kochsalz bis zur Sattigung und das Stanéksche Reagenz 
hinzugefiigt. Nach einigen Stunden wurde der griine kristallinische Satz 
abfiltriert, mit gesittigter NaCl-Lésung durchgewaschen, mit Molekular- 
kupfer bis zum Verschwinden des Jodgeruchs zersetzt und mit Kupfer- 
chlorid durchgekocht. Die gewonnene Chloridlésung wurde mit Goldchlorid 
bearbeitet. Beim Stehen iiber der Schwefelsiure schieden sich lange, 
nadelférmige, dunkelgelbe, ohne Zersetzung bei 123 bis 125° schmelzende 
Kristalle ab. Die zu kleine Stoffmenge erlaubte es nicht, die Natur des 
Stoffes festzustelien. 


') Kutscher und Otori, Zeitschr. f. physiol. Chem. 48, 101, 1904. 
*) Stanék, Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 280 bis 285, 1905; 47, 83 bis 87, 
1906; 48, 334 bis 346, 1906. 
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So mu8 man zu den in den reifenden Samen von friiheren For- 
schern schon gefundenen Stoffen Guanidin, Cytosin und Harnsaure hin- 
zufiigen. 


Die Peptase der reifenden Samen. 


Das Vorhandensein der Proteasen in den reifenden Samen wurde in 
den Arbeiten Deans'), Wassilieffs*) und Saliesskis*) gezeigt. Folgende 
Versuche geben das Recht, den Schlu8 zu ziehen, da®B man in 
die Zahl dieser proteoklastischen Fermente auch die Peptase mit ein- 
schlieBen muB. 


Versuch 1. Die unreifen Samen von Caragana arborescens wurden 
von den Hiilsen gereinigt, wobei aus jeder Bohne die eine Halfte der Samen 
fiir die Analyse genommen und die andere getrocknet wurde. Das Gewicht 
der Portion von 512 Samen fiir das Trocknen betrug 8,10 g, fiir die Analyse 
(509 Samen) 8,17 g. Das’ Durchschnittsgewicht eines ungetrockneten 
Samens war 0,016 g. Die getrocknete Portion wog 1,6764g¢. Die Samen 
der fiir das Experiment genommenen Portion wurden mit Toluol zerrieben 
und quantitativ in einen Kolben von 180 ccm iibertragen. Fiir das Ab- 
waschen des Mérsers und der Keule wurden genau 100 ccm Wasser ver- 
braucht. Es wurden 5cem Toluol hinzugefiigt. 





Zeitdaver AminsN *) Gesamt-N Gesemt-N 
mg ming Amin-N 
VIL. | 12b35’ 26.6 100,8 3,80 
2.VIL | 9 45 29.4 1008 . 3,40 
4. VII. 9 30 29.4 100.8 3,40 


Versuch 2. Unreife Friichte von Trigonella foenum graecum (aus dem 
botanischen Garten des landwirtschaftlichen Instituts in Waronezsch) 
wurden von den Bohnenhiilsen befreit und die Samen einer jeden Bohne 
in zwei Portionen geteilt. Die eine wurde sofort bei Zimmertemperatur 
getrocknet, die zweite in einen feuchten Raum untergebracht und nach 
3 Tagen auch getrocknet. Das lufttrockene Gewicht der ersten Portion 
betrug 2,4080 g, das der zweiten 1,9600g. Das Durchschnittsgewicht von 
100 Samen der ersten Portion betyug 0,7432 g, das der zweiten 0,6282 g. 
Die getrockneten Samen wurden fein gepulvert, die Proben im 100-cem- 
Kolben untergebracht und das Lésungsmittel (Wasser oder 4proz. Pepton- 
lésung) und auch Toluol hingefiigt. Je ein Kolben jeder Portion (wo das 
Wasser das Lésungsmittel war) wurde nach Sdrensen sogleich abtitriert, 
die anderen blieben 48 Stunden bei 24 bis 26° stehen. Nach dem 
Titrieren nach Sdérensen wurde der Inhalt aller Kolben nach Kjeldahl 
verbrannt. 


1) A. L. Dean, Bot. Gazette 39, 521 bis 540, 1905. 

2) N. J. Wassilieff, 1. ¢. 

%) W. Saliesski, Beih. z. bot. Centralbl. 27, 65 bis 82, 1911. 
*) Nach Sdérensen bestimmt. 
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Amin-N Gesamt-N Gesamt-N 


Portionen Probegewicht Lésungsmittel ne ne Amin 
a ew ls 0.7850 25ccem 4proz. Pepton| 44,8 2104 4,70 
Ib (Kontr.) 06560 25cem Wasser 95 319 | 3.35 
sees 0,9310 0 . s 17,9 45,4 2,60 
Se 0.7365 225cem4proz. Pepton 46,5 209.5 4,50 
IIb(Kontr.) 0,6245 20 ccm Wasser | 8,7 31,9 3,70 
Mees 4-04 0,5890 2 , S 14,0 30,1 2,15 


Gesamt-N 


. = 9.07 und fi 
a ) war fiir Ia 07 und fiir 


Anfinglicher Aminoindex (= 
Ila = 9,48. 


Versuch 3. Die unreifen Friichte von Phaseolus vulgaris wurden am 
24. August gesammelt. Die Samen wurden von den Hiilsen befreit und 
getrocknet. Das Durchschnittsgewicht von 100 Samen betrug 2,91 g. 
(Das Durchschnittsgewicht von 100 reifen Samen von denselben Pflanzen- 
individuen betrug 51,19g). Die Titration der Kontrollportionen wurde 
sofort nach dem ZugieBen des Lésungsmittels (4proz. Peptonlésung oder 
Wasser) in Versuchskolben gemacht. Die anderen Versuchslésungen 
blieben 48 Stunden bei 24 bis 26° stehen. Der anfingliche Aminoindex 
war fiir die Peptonlésung (der Berechnung nach) gleich 8,31. 





Samenproben | - . | Amin-N Gesamt-N Gesamt-N 

Lésungsmittel —_— .- 

8 | mg mg AminsN 
1,7350 |30ccm 4proz. Pepton| 77,8 | 2907 3,74 
1,1070 (Kontr.) | 20 cem Wasser 11,2 518 4.68 
1,0300 ws a. 12.6 49.0 3,89 


In allen angefiihrten Versuchen tritt die Wirkung der Peptase mit 
voller Klarheit hervor, und im Versuche mit Trigonella foenum graecum 
wurde sie auch fiir die bei kiinstlichen Bedingungen nachgereiften Samen 
gezeigt. Letztere vergréBerten auBerdem wihrend des Nachreifens etwas 
ihren Aminoindex, d. h., daB offenbar ein mit Verbindung der freien Amino- 
gruppen vereinigter synthetischer ProzeB stattgefunden hatte. Es wiire 
interessant, den Zusammenhang zwischen dem Inhalt des pepto- und 
proteoklastischen Ferments und der GréBe der Synthese der Proteine und 
Peptorne in reifenden Samen zu verfolgen. Der Mangel an Material und die 
allgemeinen ungiinstigen Verhiiltnisse erlaubten es nicht, diese Unter- 
suchung zu machen; dieselbe wird aber von mir bei der ersten Méglichkeit 
ausgefiihrt werden. Fiir amylolytische Fermente, wie ich sogleich zeigen 
werde, ist solehe Arbeit erfiillt. 


Die Amylase in reifenden Samen. 


Die von A. C. Hill!) im Jahre 1898 zum ersten Male festgestellte und 
durch zahlreiche Untersuchungen bestatigte Reversibilitat der Ferment- 
reaktionen kann den Schliissel zum Verstehen der synthetischen Prozesse 
in den pflanzlichen und tierischen Organismen geben. Es ist jedoch bis jetzt 


1) A.C. Hill, Journ. Chem. Soc. Trans. 78, 634. 1898. 
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nicht gelungen, weder bei den Pflanzen, noch bei den Tieren direkte Beweise 
fiir solche synthetische Wirkung der Fermente zu finden, ausgenommen 
die Beobachtungen von V. Jwanofjf') iiber die synthetischen Prozesse bei 
der Hefenautolyse und von S. Iwanoff*) und Dunlap und Gilbert*) iiber die 
Olbildung in den zerriebenen Samen der lipasehaltigen Pflanzen. Indirekte 
Beweise jedoch, die durch das Vorhandensein der Fermente an den Stellen 
der Neubildung von entsprechenden Stoffen begriindet sind, wenn auch 
in einer kleinen Anzahl, sind schon langst bekannt. AuBerst wenig sind in 
dieser Hinsicht die reifenden Pflanzensamen, in welchen eine iiberaus 
energische Synthese verschiedener Reservenahrstoffe stattfindet, erforscht. 
Die erwaihnten Arbeiten von S. Jwanoff und Dunlap und Gilbert mit der 
Lipase, von Fermi und Bascaglioni*), Saliesski*), Wassilie//*), Schulze und 
Winterstein”) mit dem proteoklastischen und von Johansen*) mit dem 
invertierenden und zuckerbildenden Ferment beschrianken sich nur auf 
das Konstatieren der in den reifenden Samen, kliiren ihre Fahigkeit aber 
nicht auf. 

Die Aufgabe meiner Untersuchung war es, festzustellen, ob ein 
Parallelismus zwischen dem Starke- und dem Amylasegehalt in den Samen 
verschiedener Reifestadien beobachtet werde. Zu diesem Zwecke wurden 
die Samen der Pferdebohnen (Vicia faba var. minor) genommen. Im Juli 
und im August wurden die reifenden Bohnen zu mehreren Zeitpunkten 
gesammelt, die Samen von den Hiilsen befreit und bei gew6hnlicher Tempe- 
ratur so rasch wie méglich getrocknet. Es wurden Samen von fiinf Reite- 
stadien mit folgendem Durchschnittsgewicht gewonnen. (Alle unten an- 
gefiihrten Daten sind auf absolutes Trockengewicht berechnet.) 





Reifestadien : I Il Wl IV Vv 


Gewicht v. 100 Samen, g 3.2280 =6.10, 4780 )—-:14,7010 | 36,9630 41,7820 


Die Samen der letzten Stufe hatten ihre volle Reife noch lange nicht 
erreicht, aber weiteres Sammeln konnte infolge des von den Morgenfrésten 
hervorgerufenen Absterbens der Pflanzen nicht stattfinden. 

Der Stirkegehalt erwies sich nach der Einwirkung der Diastase, der 
Hydrolyse der gewonnenen Maltose mit Salzsiure und der Bestimmung 
der Glucose nach Bertrand als folgender: 





Reifestadien : I Il Il IV Vv 


Stivke. ....- . Pros. 8,53 21,24 48,08 47,87 47,91 
in 100 Samen, g 02864 2.3146 7,0682 19,2875 =—22,0195 


1) N. Iwanojf, diese Zeitschr. 63, 359 bis 368. 1914. 

S. Iwanoj/, Ber. d. bot. Ges. 29, 595, 1911. 

3) F. L. Dunlap and Gilbert, Journ. Amer. Chem. Soc. 38, 1787, 1911. 
*) Fermi et Buscaglioni, Centralbl. f. Bakteriol., IT. Abt., 5, 1899. 

5) W. Saliesski, Ber. d. bot. Ges. 28, 1905; Beitr. z. bot. Centralbl. 27, 


te 
~— 


cy 
eA 


) N. Wassilief/, 1. c. 
7) E. Schulze und E. Winterstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 65, 13, 1910. 
8) W. Johansen, Justs bot. Jahresber. 1, 143, 1897. 
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Die Intervalle zwischen den einzelnen Reifestadien als ,,Reifeperioden*‘ 
bezeichnend, erhalten wir folgende GréBen fiir die Starkezuwachse: 





Periode : I Il Il IV 


Zuwachs des Gewichts auf 100 

Samen . . 7,2 4.2230 22.2620 4,8220 
Zuwachs der Starke auf 100 Samen 2,0282 4.7532 12,2193 2 7320 
Zuwachs der Starke auf 1 8 des 

gesamten Zuwachses . , ; 0.2798 1,1256 0.5493 0.5669 


Die maximale Starkespeicherung findet folglich wahrend der zweiten 
Reifeperiode statt, wenn der Zuwachs der Starke nicht nur die VergréBerung 
des ganzen Trockengewichts deckt, sondern auch auf Kosten der anderen 
Kohlehydrate, die sich in den Samen befanden, niamlich zweifellos auf 
synthetischem Wege vor sich geht. 

Um die Rolle der Amylase in dieser Synthese aufzuklaren, wurde ihr 
Gehalt in den verschiedenen Reifestadien bestimmt. Zu diesem Zwecke 
wurde die 5proz. Liésung der léslichen Starke zubereitet. Zu je 100 ccm 
dieser Lésungen wurden 0,25 g fein gepulverter Samen und 1 cem Toluol 
hinzugefiigt und sofort die Bestimmung der reduzierenden Fahigkeit 
gemacht. Nach 24 Stunden wurde die zweite Bestimmung gemacht. Die 
Kontrollportionen wurden, um das Ferment zu zerstéren, vorlaufig gekocht. 
Die Reaktion war bei allen unseren Versuchen neutral nach Rosolséure. 
Nach 24 Stunden wurde bei den Kontrollésungen keine Veriinderung der 
reduzierenden Fahigkeit merkbar. In den fiir das Experiment genommenen 
Lésungen waren jedoch folgende Mengen der Maltose vorhanden: 





Reifestadicn: I | Yi: @ IV Vv 
Maltose .......g 03455 03060 0.3435 0.3575 0,1600 


Zum Vergleich der Angaben in bezug auf den Starkegehalt ist man 
gezwungen, eine Berechnung auf 100 Samen zu machen. Es erwies sich, 
da8 100 Samen aus der 5proz. Lésung der léslichen Starke bei entsprechender 
Fermentkonzentration und wahrend eines gleichen Zeitraums folgende 
Mengen der Maltose ausscheiden: 





Reifestadien ; I rT m | ww Vv 
Maltose .......g  4,7825 12,8250 | 203170 52,8600 | 26,7400 


Die Quantitaétsverinderung der auszuscheidenden Maltose auf 1g 
des Gewichtszuwachses von 100 Samen beziehend und mit dem Stirke- 
zuwachs vergleichend, erhalten wir: 





j 


Reifeperioden : I | Il 2. 


Zuwachs von Starke aut lg . . + 0,2798 + 1,1256 + 0.5493 + 05669 
Zuwachsd.ausscheidenden Maltose | + 1,1135 + 1,7740) + 1,7313 —5,4165 


Da die Menge der ausscheidenden Maltose der Quantitét (oder der 
Aktivitat) der gegenwiirtigen Amylase proportional ist, kann man aus den 
angefiihrten Angaben den SchluB ziehen, daB die Quantitiét der Amylase 
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nach dem Gang des Reifens sich ungefahr in einem Simne mit der V eranderung 
der Intensitaét der Starkespeicherung veriindert. Das Maximum sowohl 
fiir den einen als auch fiir den anderen ProzeB falit in die zweite Periode 
des Reifens. Die Abwesenheit eines vollen Parallelismus jedoch hiangt 
offenbar davon ab, daB zugleich mit der Stirkesynthese aus der Maltose 
im Innern des Samens auch ein Zuflu® verschiedener héherer Kohlehydrate 
aus den assimilierenden Organen stattfindet. Es ist méglich, daB es ge 
lingen wird, wenn man diese maskierende Wirkung auf die eine oder die 
andere Weise eliminiert, einen vollen Parallelismus zwischen dem Ferment- 
gehalt und der Intensitaét der Stirkespeicherung festzustellen und somit 
auch kategorisch den SchluB zu ziehen, daB im gegebenen Falle eine 
reversible fermentative Reaktion vorhanden ist. 
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Uber die Anderung der Pufferung und die Aminostickstoff- 
zunahme in einigen Nihrsubstraten durch bakterielle Einwirkuneg. 


Von 
Leo Bleyer. 
(Aus dem staatlichen Seruminstitut in Kopenhagen. 


(Eingegangen am 2. Februar 1925.) 


Mit 10 Abbildungen im Text. 


Denkt man sich eine Polypeptidverbindung von der allgemeinen 
Formel NH,.R,...CO.NH.R,.COOH hydrolytisch nach dem 
R R.COOH + NH,.R in ihre Amino- 


. 


Schema R—CO.NH-— 
OH H 

endbausteine gespalten, so wiirde sich dieser Vorgang in einer Zunahme 
der Amino- und Carboxylgruppen verraten. Die Vermehrung dieser 
Gruppen kénnte nun z. B. quantitativ erfabt werden 1. durch Be- 
stimmung des Amino-N und 2. durch Verfolgung der Anderung, welche 
das Pufferungsvermégen der Lésung dabei erfahrt. 

Ein einfaches Polypeptidmolekiil, wie z. B.  Glyeylglycin 
(NH,.CH,.CO—NH.CH,.COOH), wird bei der hydrolytischen 
Spaltung in zwei Molekiile Glykokoll (CH, .NH,.COOH) zerlegt, 
wobei die Zah] der pufferungsfaihigen Gruppen sich genau verdoppelt. 
Da hierbei aus der Saureamidbindung NH,- und COOH-Radikale 
in demselben Verhaltnis entstehen, in dem sie schon friiher als end- 
standige Gruppen vorhanden waren, miiBbte die Zunahme des Puffer- 
vermégens der Vermehrung des Amino-N ebenfalls genau parallel 
gehen, was auch tatsichlich zutrifft (unveréffentlichte Versuche von 


O. M. Henriques). 


Das Glycylglycin stellt nur ein spezielles Beispiel fiir den all- 
gemeinen Eventualfall dar, daB bei der Zerlegung von Polypeptid- 
verbindungen die N H,-Gruppen stets die Halfte der puffernden Radikale 
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bilden. Eine derartige Spaltung ist jedoch an zwei Voraussetzungen 
gekniipft: 1. daB die Ausgangsverbindung eine Polypeptidkette ist, 
deren endstandige Gruppen aus ebensoviel N H,- als COO H-Radikalen 
bestehen, denn bei der Lésung der Saureamidbindung bilden sich 
natiirlich immer NH, und COOH-Radikale in gleicher Zahl; 2. dai 
die Spaltung auf hydrolytischem Wege erfolgt. In allen Fallen, in 
welchen unter den endstindigen Gruppen das Zahlenverhiltnis der 
NH,- zu den tibrigen puffernd wirkenden Radikalen ein anderes ist 
oder der fermentative Abbau sich noch auf anderem als dem oben 
skizzierten hydrolytischen Wege vollzieht, wird man eine exakte 
Ubereinstimmung zwischen Amino-N- und Pufferungszunahme 
theoretisch nicht erwarten kénnen. Je héher strukturchemisch das 
zu zerlegende Molekiil, mit desto komplizierteren Vorgangen und um 
so gréBerer Abweichung von obigem Schema wird man zu rechnen 
haben, zumal die Vorstellung, dal} die Eiweibkérper lediglich eine 
sehr lange Polypeptidkette mit nur einer endstandigen NH,- und 
COOH-Gruppe bilden, keineswegs gestiitzt ist [s. A. Fedor')]. 

In dieser Studie wurde an der Zersetzung einiger Nahrsubstrate 
unter bakterieller Einwirkung der Zusammenhang zwischen Amino-N 
und Pufferungszunahme verfolgt, und zwar durch lebende Kulturen 
(Ziichtungsversuch) und durch deren Enzyme. 


Methodisches. 


Fiir die Amino-N-Bestimmung wurde im Prinzip die Sdérensensche 
Formolmethode angewendet. Auf den Barytzusatz wurde dabei verzichtet, 
da die Lésungen, praktisch genommen, fast frei von Carbonaten und Phos- 
phaten waren und es nicht auf absolute Werte, sondern nur auf den Vergleich 
mit der in gleicher Weise behandelten Kontrolle ankam. Ausgefiihrt wurde 
die Bestimmung mit kleinen Mengen in Reagenzglisern. (7,5¢em der 
fiinffach verdiinnten Probelésung + 2,5cem etwa 10proz. Formalins.) 
Vor der Vermischung wurden Formalin- und Nahrlésung mit n/10 NaOu 
auf py = 9,0 gebracht unter Anwendung von Thymolblau als Indikator und 
Vergleich mit einer Standardpufferlésung im Walpoleschen Komparator. 
Nach eingetretener Reaktion wurde wieder durch Zutropfenlassen von 
n/10 NaOH aus einer Mikrobiirette auf pg 9 zuriicktitriert und die hierbei 
verbrauchte Natronlangenmenge als Ma fiir den vorhanden gewesenen 
Amino-N (Ammoniak-N) benutzt. Die in den Tabellen unter der Rubrik 
Formol-N stehenden Zahlen driicken aus, um wie viel sich der Amino-N 
in dem _ betreffenden Falle gegeniiber der Kontrolle vermehrt hat 
(z. B. 1 = Kontrollwert, 2 = Zunahme auf das Doppelte). 


Die Zunahme der Pufferung wurde untersucht durch Ermittlung der 
Titrationskurven auf kolorimetrischem Wege in der bei O. M. Henriques*) 


1) Die physikal.-chem. Grundlagen d. Biol. 1919, S. 270. 
2) ,,Brintionmaalinger“, Copenhagen, Levin & Munksgaards Forlag, 


15* 
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ausfiihrlich beschriebenen Weise. Der an und fiir sich in Frage kommende 
EiweiBfehler der kolorimetrischen Methode konnte vernachlissigt werden. 
da, wie bei der Amino-N-Bestimmung, keine absoluten Werte, sondern nur 
der Vergleich mit der Kontrollkurve angestrebt wurde. In den weiter unten 
beigefiigten Kurvenbildern finden sich auf der Abszisse die py-Werte 
eingetragen, wihrend die Ordinaten die verbrauchten HCl- und NaOH. 
Mengen, umgerechnet auf | Liter N&hrsubstrat und ausgedriickt in Nor- 
malititen, darstellen. Die Titrationen selbst wurden nach Verdiinnung der 
Nahrsubstrate auf das Fiinffache mit n/10 Lésungen unter Benutzung von 
Mikrobiiretten innerhalb py 5 bis 9 (bei Casein infolge Ausfallung bei py 5 
zwischen 6 bis 9) durchgefiihrt, also in jener Zone, in welcher das Pufferungs- 
vermégen sogenannter ,,biologischer’’ Fliissigkeiten eine  geradlinige 
Funktion zu sein pflegt. Mit Hilfe des Komparators war eine genaue Ein- 
stellung auf Farbengleichheit mit den Standardpufferlésungen immer 
leicht zu erzielen. Die benutzten Indikatoren waren Methylrot, Bror- 
thymolblau, Phenolrot und Thymolblau. 

Um der Zunahme des Puffervermégens einen zahlenmiBigen Ausdruck 
zu geben, wurden gerade Kurvenstiicke der Kontroll- und der zu priifenden 
Lésungen hinsichtlich der Winkel, mit denen sie die X-Achse schneiden, 
miteinander verglichen. Als bequemes MaB dieser Winkel dienten deren 
Tangenten, welche bei Zugrundelegung desselben Abszissenabschnittes als 
Basis 1 in der Zunahme der Ordinaten von einem Endpunkt des betreffenden 
Kurvenstiickes zum anderen ihren direkten Ausdruck finden. Bei Zu- 
sammenfassung der Ergebnisse wird noch ausgefiihrt werden, daB es die 
Konfigurationsiinderung der Titrationskurven bei den beimpften Substraten 
nétig machte, den Pufferindex fiir den sauren und alkalischen Kurven- 
anteil gesondert anzugeben. So wie beim Amino-N bedeuten die in den 
Rubriken Pufferindex (Px) stehenden Ziffern Verhaltniszahlen, an- 
gebend, um wieviel die Pufferung im Einzelfall in bezug auf die Kontrolle 
zugenommen hat. 

Die Auswahl der Bakterien, deren proteolytische Wirkung hinsichtlich 
obiger Fragestellung untersucht werden sollte, muBte sich auf solche 
richten, deren enzymatische Leistungen bereits als gute bekannt sind 
und bei denen stirkere Ausschlige erwartet werden konnten. Diese 
Forderung schien bei Pyoceaneus, Prodigiosus und Proteus zuzutreffen. 
Betreffs Orientierung itiber bakterielle Fermentleistungen sei auf Baum- 
gartel') verwiesen. Die Beimpfung der Nahrlésungen erfolgte mit jungen 
(24stiindigen) Bouillonkulturen, die bei Proteus auBerdem auf Indol- 
bildung mit dem Ehrlich-Béhmschen Reagens gepriift wurden. Die 
Bebriitungsdauer erstreckte sich bei den mit Kurven versehenen Bei- 
epielen auf 5 bis 7 Tage. Der Ausgangs-pyg-Wert der Nahrsubstrate 
ist aus den Schnittpunkten der Kontrollkurven mit der X-Achse ohne 
weiteres ersichtlich. 

Vor Beginn der bakteriellen Versuche wurde die Verdauung von Casein 
«durch Pankreatin Rhenania in oben beschriebener Weise gepriift, um an 
dem so gewonnenen Bild hydrolytischer Spaltung die weiteren Ergebnisse 
vergleichen zu kénnen. Die gestrichelte Kurve ist die der verdauten und 
filtrierten Lésung. Das gerade Mittelstiick von py 9 bis 6,5 kontrastiert in 
seiner Steilheit sehr zu dem adiiquaten Kontrollabschnitt. Die Uberein- 


') Theoretische Bakteriologie, Julius Springer, Berlin, 1924. 
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stimmung zwischen Formol-N und Pufferzunahme 


ist eime wungefiihre 


(Px 90 Proz. v. F). wie man sie bei der Unvollkommenheit der Met hodik 
nieht genauer erwarten kann. 
F 4.0 (Formol-N-Zunahme). ? NaOH 
Piss 3.6 (Pufferungszunahme). 


Im folgenden sind die Resultate der 
Bakterienexperimente wiedergegeben, wo- 
bei die _Kurvenbeispiele nur eine Auswahl 


aus mehreren Versuchen darstellen. Die 
: cinzelnen Niahrsubstrate waren nur in 
: physiologischer NaCl-Lésung suspendiert 
fi und enthielten keinerlei sonstige Zusatze. 


1. Versuche mit lebenden Kulturen, 
a) 20proz. Schajserum. 
Nach drei- und siebentigigem Verweilen 
im Brutschrank bei allen drei Bakterientypen 
keine deutliche Veriinderung von Formol-N 
und Pufferung 


hj) Koaquliertes Schaiserum. 








P; r 
I Ls 0 ( 
xz” 2.5 10 
Ps. 18 52 


lO0cem Serum wurden in Kélbchen im Wasser 
bade bei 70 bis 80° koaguliert. Beimpfung auf 
doppelte Weise: einerseits Uberschichtung mit 20 cem 
Kochsalzlésung und Infektion mit Pyoc. (P,), anderer- 
seits Beimpfung und Hinzufiigung von Kochsalzlésung 
erst nach Beenaigung der Bebriitung (P.). In beiden 


Fallen wurde das Serum innerhalb 6 Tagen stark ° 


verfliissigt. Die Kurven illustrieren deutlich, da® 
der Abbau bei I’, unter reichlichem Sauerstoffzutritt 
(Kulturrasen ohne herschichtung) ein tiefgreifen- 
derer war als bei P, unter schlechteren aeroben 
Bedingungen. Die Kontrollkurve ist die eines 
Serums ungefahr gleicher Konzentration. Ubrigens 
wigte sich. daB bei steriler Uberschichtung des 
koagulierten Serums in entsprechendem Mengenver- 
hiltnis nach 6 Tagen die tiberstehende Fliissigkeit 
anniithernd dieselbe Titrationskurve ergab, ein 
Zeichen, dab’ aus der Serumgallerte die puffernd 
wirkenden Substanzen hinausdiffundierten. Die 


differieren sie. 
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Abb. 2 


Px-Werte stimunen 


im alkalischen Cebiet mit den F-Werten iiberein, in saurer Zone 
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c) 2 proz. W atte peplon. 





Prot. Xi9 Pyoc Prod 


ae a ne rae 2.3 18 3.6 
Ne a au 17 16 16 
OS ea a ae 22 35 35 


Intensives Wachstum. Prot. X;. = ein gut Indo! 
bildender Stamm. Pufferungszunahme hauptsiachlich 
im alkalischen Gebiet. 


d) Gelatine. 





Prot. xi9 Pyoe Prod 
k 2,2 65 14 
Ke. 16 16 Lt 
Px 65 12.5 9,2 


In einer | proz. Lésung kein Wachstum, Sproz. 
Glycerinzusatz fiihrte bei Prot. x,, und Prod. zu 
einer Parallelverschiebung der Kontrollkurve (gra- 
phisch nicht wiedergegeben) in saures Gebiet bis 
etwa py 5,5 ohne Px- und F-Veranderung. Bei Pyoc. 
zeigten sich keinerlei Abweichungen. 

Das Kurvenbild und die Tabelle zeigen die 
Wirkung auf l0proz. Gelatine. Nach beendeter Be- 
briitung (8 Tage bei 37°) erstarrte die Gelatine bei 
Zimmertemperatur nicht mehr. Auch hier ist wie 
bei Wittepepton die Puffererhédhung vorwiegend in 
der alkalischen Zone ausgepriigt. Prot. Xj, dersel be 
Stamm wie bei c). 





#0 e) Casein. 
40 Glycerinzusitze zu 2proz. Lé- 
sung fiihrten wie friither bei 
Gelatine zu einer Verschiebung 
der Kontrolltitrationskurve in das 
saure Gebiet (nicht gezeichnet) 
ohne Pufferainderung. Die Formol- 
N-Werte waren vgegeniiber der 
Kontrolle etwas vermindert. {Ver- 
brauch des vorhandenen Amino-N 
zum Aufbau von Leibessubstanz 
ohne Ergainzung desselben durch 
Bildung neuer Spaltprodukte aus 
dem Niahrsubstrat ?) 


20 


10 
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run . 
sof 5. 10proz. Casein (s. Kurven und 


70 L Tabelle): Von drei Pyoec. und 
Abb. 6. drei Indol bildenden xX,9-Stammen 
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wirkte nur je einer deutlich proteolytisch, von drei Prod.-Stimmen zwei. 
Proteus vulg. bildete in der Vorkultur kein Indol. 





Prot. x;9 | Prot. vulg. Pyoc Prod. 
, tac. aw = wa 18 2,1 17 3,1 
Rene te, 20 3.2 23 3.6 
20 3.4 3.1 43 


/) Ndhrlésung nach Fermi. 


5proz. Glycerin, | prom. Ammoniumphosphat und 0,5 prom. Dikalium- 
phosphat. Die von Fermi noch angegebenen Zusiitze von Magnesium- 
phosphat und Tricaleiumphosphat blieben hier weg. Das Wachstum in 
diesem primitiven Nihrsubstrat, in welehem Fermi die Bildung proteo- 
lytischer Enzyme nachweisen konnte, war reichlich. Die Kurven zeigen 
Linksverschiebung in saurem Gebiet mit Pufferindex- 
erhéhung, am deutlichsten bei Prodigiosus ausgeprigt. 
Bei der guten Vermehrung wire an die Bildung ~ - 


von Glycerinsiiure (CH,OH—CHOH—COOH) bzw. 3} - A 
Amidoglycerinsiiure (C H,O H—C HN H,—C OOH) als al LL 
Grundbaustein fiir die neugebildete Leibessubstanz mee" 
zu denken. at ‘ 


2. Versuche mit Bakterienenzymen. 





Filtrate aus zweitagigen Bouillonkulturen zeigten Abb. 7. 

keinerlei Effekt. Hingegen berichten Parfitt und 

Spitzer'), daB sie durch 24stiindige Ziichtung zuerst in Mileh und dann 
28 Stunden in Fleischbriihe gute Proteasen bei verschiedenen Bakterien 
(Prod., Aerogenes, Mesentericus usw.) gewinnen konnten, also innerhalb 
einer sehr kurzen Zeit. Fermi*) empfiehlt, die Kulturen etwa | Woche 
wachsen zu lassen. Dernby*) untersuchte die Abhingigkeit der Proteasen- 
wirkung von der Wasserstoffionenkonzentration und fand fiir Gelatine 
und Wittepepton als duBerste Grenzwerte pq 4 und 9, als Optimum eine 
Zone von etwa py, 6 bis 7,5. 


Die den Kurvenbeispielen zugrundeliegenden Enzymlésungen wurden 
aus acht- bis zehntiagigen Bouillonkulturen durch Filtration durch Berkefeld- 
kerzen und 0,5 prez. Carbolzusatz hergestellt. Bei den X,9-Stiimmen wurden 
nur gute Indolbildner verwendet. Auf 50cem Substrat kamen 5 ccm 
Filtrat. Fiir Wittepepton und Gelatine wurden dieselben Enzymlésungen 
angewendet mit gleichzeitiger makroskopischer Beobachtung _ ihrer 
Wirkung auf in Reagenzgliser abgefiillte Carbolgelatine. Nach 10 Tagen 
betrug die Verfliissigungstiefe bei Pyoc. 18 mm, Prod. 13 mm, 
X;, = 6mm. 


1) Journ. of Bact. 9, Nr. 2, 1924. 

*) Siehe die Ubersicht iiber seine einschlagigen Arbeiten in Handb. d. 
Hyg. 3, 1. 

%) Diese Zeitschr. 126, 105, 1921. 
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a) 2proz. Wittepepton 





Prot. xi9 Pyoe. Prod 

eGo ss. ete es 17 2,6 20 

> ) 7 
6-7 11 12 13 
me) 5 ° 

8-9 2,2 $5 3,2 


12 Tage Emwirkung. Pufferungszunahine zeiut 
sich fast ausschlieBlich im alkalischen Gebiet. Him 
sichtlich der Wirkungsintensitit gliedern sich di 
Enzyme in dieselbe Reihenfolge wie beim Gelatin 
Reagenzglas versuch. 


b) 10 proz. Gelatine. 





Prot. Xiy Pyoe. Prod 
lhe a et 2,1 45 44 
ae — 1,0 2,4 24 
Px 2.0 9.0 6.6 


10 Tage Einwirkung. Nach Unterbrechung de- 
selben keine Wiedererstarrung der Gelatine bei 
Zimmertemperatur mehr. Qualitativ im wesentlicher 
dasselhe Bild wie bei Wittepepton. 


} 10 proz. Case dei. 





Prot. Xis Pyoe Prod 
10 17 1,2 
2.0 2.6 1a 
20 14 14 





Versuche, sowohl bei der Vorkultur in Fleischbouillon 


als auch pankreatinverdauter Caseinlésung, brachten negative Ergebnisse. 
Nur bei einigen zeigten sich wenigstens schwache proteolytische Wirkungen, 
die anbei wiedergegeben sind. X,.-Enzym erhéhte die Pufferung olime 
Formol-N-Vermehrung. 
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3. Zusammenfassung der Ergebnisse. 

Fast alle proteolytischen Kurven zeigen in ihrer Konfiguration 
die Kigentiimlichkeit, daB sie in der p,-Strecke 6 bis 9 mehr oder 
weniger keine Gerade mehr darstellen, sondern eine Linie, welche in 
flach geschwungenem Bogen gegen py % an Steilheit zunimmt, wobei 
ein Wendepunkt (-zone) zwischen py 7 bis 8 deutlich hervortritt. Diese 
Abweichung von der geradlinigen Funktion erschwert es natiirlich, 
die Pufferungszunahme mit der Formol-N-Vermehrung in eine zahlen- 
maBige Beziehung zu bringen, da erstere in den einzelnen Kurven 
abschnitten verschieden ausgepragt ist und nur bei Beriicksichtigung 
der Gesamtkonfiguration richtig eingeschitzt werden kann. Die un 
schwer zu erkennende, ziemlich scharfe Umbiegung gegen die alkalische 
Zone hin erlaubt es aber, mit Begehung eines kleinen Fehlers sich dic 
Kurven im wesentlichen aus zwei Teilen zusammengesetzt zu denken, 
wobei man die Strecken jenseits der Wendezone als gerade betrachten 
und daraus leicht die Pufferindizes berechnen kann. Im Sinne diese1 
schematischen Korrektion sind die in den Tabellen enthaltenen P x-Werte 
zu verstehen. Der saure Kurvenschenkel ist durch die Strecke py 6 
bis 7, der alkalische durch py 8 bis 9 charakterisiert. 

Bei dieser Gegeniiberstellung sieht man, dal sich die Pufferungs 
zunahme in den meisten Fallen vorwiegend in der alkalischen Streck 
auspragt [ausgenommen | b) Pyoc., und 2c) Pyoe., in welchen Fallen 
das umgekehrte Verhiltnis besteht]. Einen Riickschlu® auf die Kon- 
stitution der hierfiir maBgebenden Substanzen kann man daraus 
natiirlich nicht ziehen, sondern es 1aBt sich eben nur allgemein dic 
Abspaltung alkalibindender Gruppen vermuten. 

Zieht man zum Vergleich mit der Amino-N-Zunahme die maximale 
Puffervermehrung heran, so ersieht man ohne weiteres, dab die letztere 
die erstere in der iiberwiegenden Zahi der Faille iihertrifjt und in einigen 
heide Prozesse ungefdhr iibereinstimmen, so wie es sich bei der Pan- 
kreatinverdauung zeigte [lc) Proteus x,, und Prod., le) Pr. X,,, 
Lh) Pyoe.,, 2b) Pr. X,9 und 2c) Prod.]. Sehr krab sind die Uater- 
schiede nur bei der Gelatineverfliissigung. Im Sione des in der Ein- 
leitung Erérterten lieBe sich daraus vermuten, dab die bakterielle 
Proteolyse noch andere Wege einschlagt als den der eingangs skizzierten 
hvdrolytischen Lésung der Amidbindung. 

Ein Vergleich der bakteriellen Kurven mit der Pankreatinkurve 
zeigt keine wesentliche Abweichungen. Der Grundtypus der biologischen 
Titrationskurve laBt sich auch an den bakteriellen Beispielen erkennen, 
wenn man bei ihnen die Wendezone als Chergang vom Mittelstiick 
zum alkalischen Endstiick auffaBt und sich letzteres gegen den 
Neutralpunkt zu verschoben denkt. Auch bei einem Vergleich zwischen 
den Wirkungen der Enzyme und denen der lebenden Kulturen 
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zeigen sich keine prinzipiellen Unterschiede, obwohl man ja bei letzteren 
nicht reine Abbauvorgange vor sich hat, sondern mit einer Kompli- 
zierung durch Umsetzungsprozesse im Innern der Bakterienzelle und 
Abscheidung von Stoffwechselprodukten in die Kulturfliissigkeit 
rechnen mubB. 

In Kiirze sind die Leistungen der verwendeten Bakterientypen 
noch in sonstiger Hinsicht zusammenzufassen: Proteolyse konnte 
nachgewiesen werden an denaturierten Eiweibkérpern und héheren 
Spaltprodukten (Pepton Witte) bei einem Ausgangs-py-Wert der 
Nihrsubstrate von py 6,5 bis 8. Wittepepton, Gelatine und Casein 
wurden unter dem EinfluB8 der lebenden Kultur alkalisiert, wahrend 
bei den Enzymversuchen teilweise eine leichte Sauerung hervortrat 
(Pyoe. und Prod.-Wirkung auf Gelatine, Pyoc.-Enz. und Casein). 
Aus glycerinhaltigen Nahrmedien wurde Saure gebildet. Beim Abbau 
von koaguliertem Schafserum durch Pyoceaneus wirkte reichlicherer 
Sauerstoffzutritt begiinstigend. Von den verwendeten Bakterien 
wiesen die Proteus xX, -Staimme die geringsten Leistungen auf; bei 
allen drei Bakterientypen war am inkonstantesten die Fihigkeit, 
Casein zu spalten, ohne daB damit bei den Proteusstammen die Fahigkeit 
zur Indolbildung in der Vorkultur parallel gegangen wire. 


























Uber die Ausscheidung des Harnstoffs bei Pilzen. 


Von 
Nicolaus N. Iwanoff. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitat zu Petersburg- 
Leningrad. ) 
(Eingegangen am 2. Februar 1925.) 

Die Frage nach dem Gehalt und der Anhaufung von Harnstoff 
in Pilzen war bisher im wesentlichen noch ungeklart. Einerseits war 
es unbegreiflich, warum nur einige Pilzarten den Harnstoff anhaufen, 
wahrend bei anderen Vertretern nicht einmal Spuren desselben zu 
entdecken sind; andererseits beobachten wir grobe Schwankungen im 
Harnstoffgehalt bei Vertretern ein und derselben Gattung von Pilzen. 
In der letzten Untersuchung ist es sogar gelungen, festzustellen'), 
daB der Fruchtkérper des gewéhnlichen Harnstoffanhaufers, Lyco- 
perdon piriforme, gar keinen Harnstoff in irgend einer Stufe der Ent- 
wicklung enthielt: dieser Befund fand seine Erklirung in der sehr 
geringen Menge Gesamtstickstoff, die im Fruchtkérper des Pilz- 
exemplars vorhanden war. Durch meine weiteren Versuche gelangte 
ich zu der Uberzeugung, daB der Harnstoffgehalt in den Lycoperdons, 
Champignons usw. von einem UberschuB an Stickstoffnahrung des 
Pilzes und von einem Mangel an Kohlehydraten im Nahrsubstrat 
abhingt. Die Feststellung dieser Tatsache fiihrte auch zu den Kultur- 
versuchen mit Champignons unter sterilen Bedingungen auf reichem 
stickstoffhaltigen Substrat Gelatine mit Malzextrakt. Das Mycel 
des Champignons entwickelte sich in diesem Falle, und der Harnstoff 
ging in die Nahrfliissigkeit iiber; als ich aber den Champignon in einem 
stickstoffirmeren Medium kultivierte, nimlich auf Agar mit Malz- 
extrakt, gelang es mir nicht, Spuren von Harnstoff aufzufinden, obwoh! 
sich das Mycel entwickelt hatte. Die Versuche mit reinen Kulturen 
haben somit ergeben, das die Harnstoffanhiufung in Pilzen eine 
Nahrungsfunktion ist. Fiir einen endgiiltigen Beweis war es mir noétig 
festzustellen, daB auch andere Pilze Harnstoff bilden kénnen, wenn 


') N,N. Iwano//, diese Zeitschr. 154, 391, 1924. 
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dieselben unter den Bedingungen einer tiberschiissigen Stickstoff- 
nahrung stehen. Die Lésung dieser Aufgabe wiirde einen groben Fort- 
schritt in der Aufklarung der gesamten Frage iiber die Rolle des Harn 
stoffs in Pilzen bedeuten. 

R. Fosse, der Schépfer des sehr empfindlichen Xanthydrol- 
verfahrens, hat gezeigt, dal} man die Anwesenheit von Harnstoff bei 
héheren Pflanzen') und bei zwei Schimmelpilzen*) feststellen kann 
um aber die geringe Menge Dixanthylharnstoff, die zur Bestimmung 
des Schmelzpunkts ausreichen konnte, zu erhalten, war der Autor 
gezwungen, von Kilogrammen von Pflanzenmaterial auszugehen. Der 
Harnstoff konnte in diesen Versuchen durch Abspaltung aus irgend 
einer komplizierten Verbindung, wie Arginin, entstanden sein. Um 
die Behauptung zu erweisen, dai der Harnstoff eine wichtige Rolle 
in der Stickstoffnahrung der Pilze spielt, war es notwendig, geniigence 
Mengen desselben in jedem einzelnen Falle zu erzielen und seine Bildung 
unter verschiedenen Versuchsbedingungen zu verfolgen. Zu diesem 
Zwecke erwiesen sich die Versuche mit héheren Hutpilzen als un- 
geeignet, da diese Pilze langsam wachsen Monate sind erforderlich. 
bis in ihnen merkbare Mengen Harnstoff angehauft werden. Daher 
verwendete ich die schnell wachsenden Schimmelpilze und versuchte 
durch Anderung der Nahrungsbedingungen in denselben eine Harnstoff- 
anhaufung zu erzielen und dessen Umwandlung zu verfolgen. 

Zur Bestimmung des Harnstoffs bediente ich mich, wie vordem, 
des empfindlichen Verfahrens von Fosse. 

Die Nahrlésung bestand aus Salzen: 0.1 g KH, PO,, 0,1 ¢ MgSO,. 
FeSO, (Spuren) und Img ZnSO, auf l0Qecem Wasser. Zu dieses 
Losung wurden noch 3g Pepton oder 5g Gelatine hinzugefiigt. 

Da es auf Grund meiner friiheren Untersuchungen fiir die Harn- 
stoffbildung von Wichtigkeit war, daB nicht nur grobe Mengen NStickstoff 
im Nahrmedium zugegen waren, sondern da gleichzeitig auch Mange! 
an Kohlehydraten herrschte, so fiihrte ich meine ersten zwei Versuche 
mit der gew6hnlichen Ravlinschen Fliissigkeit (100 cem Wasser, 0.1 ¢ 
KH,PO,, Ol g MgSO,, 03g NH,NO, und Img ZnSO,) aus. der 
noch verschiedene Mengen Glucose hinzugefiigt wurden. 


Versuche mit Aspergillus niger. 
Versuch 1. 

Es wurde Aspergillus niger in vier Flaschen mit je LOO cern Ravlin- 
scher Fliissigkeit ausgesit; als Kohlenstoffquelle diente Glucose, von de) 
in die ersten drei Flaschen je lg, in die vierte 10g hinzugefiigt wurden. 
Die Kultur entwickelte sich im Verlauf von 4 Tagen bei 33°. Die Mycele 


1) R. Fosse, C. rv. 155, 852, 1912. 
2) Derselbe, C.r. 156, 1913. 
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wurden leicht mit Wasser gewaschen. Die Kulturfliissigkeit mit den 
Waschwassern wurde auf den Gehalt an Restglucose und Harnstoff gepriift. 





Harnstoff. | Harnstoff 
Restglucose 


1 ——- * menage in der auf Trocken- Rdeemteinitiaie 
Portionen ~~ tdes) Kultur: gewicht in der we , 
Mycels flussigkeit des Mycels Flussigkeit in Mycel 
g mg Proz x 
} Portionen mit je lg 
zugefiigter Glucose 
wusarnmen vereint . 0.99 3.04 0.367 iD abwesend 
Portion mit 10g zu- 
gefiigter Glucose . 3.02 1,12 starke Urease 


Die drei Kulturen der ersten Reihe mit Ig Glucose hatten 3,64 mg 
Harnstoff in der Kulturfliissigkeit angehiuft, in den Mycelen war aber keine 
Urease vorhanden. In der Portion mit 10g Glucose, in der diese nicht bis 
mi Ende ausgenutzt wurde, zeigte sich eine starke Ureasetiitigkeit, dagegen 
war keine Spur Harnstoff zugegen. 

Priijfung auj Urease. Es wurden je 0,4g der gepulverten, bei 
getrockneter Mycele entnommen und in Flaschen gebracht, welche je 
Seem 0,5proz. Harnstofflésung und Toluol enthielten. Nach 24stiindiger 
Aufbewahrung bei 16 bis 17° wurde die Menge des Harnstoffs bestimmt. 


30° 





Mengen des zuruckgebliebenen 


Kontroile Harnstoffes in mg 
! Kein Mycel zugefiigt . . 24.7 
2 O4Ag Mvcel von der I. Kulturreihe zuge efiigt 24.5 
3) O4g - +? aa a - 0 
Versuch 2. 
100cem gewéhnlichen Raulinschen Gemisches lg Saccharose; 


ausgesiit Aspergillus niger; Entwicklung 4 Tage bei 33°, dann 10 Tage bei 


Zimmertemperatur stehengelassen. 

Zwei Kulturen wurden abfiltriert und das Mycel leicht mit Wasser 
gewaschen. Das Filtrat wurde zusammen mit dem Waschwasser, das keine 
Zuckerreaktion zeigte, auf dem Wasserbad eingedampft und mit Xanthydrol 
gefallt. 

Aus dem Fiitrate zweier Kulturen wurde erhalten: 

Dixanthylharnstoff 44,8 mg, d. h. 6,4.mg Harnstoff. Das eine Mycel 
wurde getrocknet und in demselben der Gesamtstickstoff bestimmt. 

Trockengewicht 0,2967 g, N 11,96g, d. h. auf zwei Mycele 0,5934 g 
wurden 6,4 mg Harnstoff oder 1,08 Proz. erhalten. 

Priijung auf Urease. Das halbe Hitutchen des zweiten Pilzexemplars 
wurde mit 30 cem von etwa 0,5proz. Harnstoff zerrieben. 

Eine Probe von 5 ecem wurde gleich nach dem Zerreiben entnommen, 
es waren darin 24,7 mg Harnstoff enthalten. 

Eine gleiche Probe von 5ccem wurde nach dreitigigem Stehen mit 
Toluol entnommen. 24,7 mg Harnstoff waren vorhanden, d. h. die Urease 
fehlte vollstandig und in der Kulturfliissigkeit hatten sich 6,4 mg Harnstoff 
gebildet. 


Hieraus geht hervor, daB sich bei iiberschiissiger Stickstoffnahrung 


(in diesem Falle waren 0,3 g NH,NO, zu 100 cem Fliissigkeit hinzugefiigt 
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worden) und bei Mange] an Saccharose merkbare Mengen Harnstoff ge- 
bildet hatten, dagegen war keine Spur von Urease festzustellen. Diese 
Beobachtung erklirt viele Tatsachen, die tiber die Urease der Pilze bekannt 
sind. : 
Die Urease ist in Aspergillus niger von Shibata‘) (1904) aufgefunden 
worden. Spiter konnte Kiesel*) in genaueren, an demselben Objekt an- 
gestellten Untersuchungen zeigen, daB in Pilzen, die eine starke Urease 
aufweisen, kein Harnstoff zu finden ist. Der Harnstoff kommt bei einigen 
héheren Pilzen vor, die eine nur ziemlich schwach wirkende Urease enthalten. 
Ofters wurde ich’) zur Annahme eines vollstandigen Fehlens der Urease 
bei Champignons und Lycoperdons gezwungen, welche grobe Mengen 
Harnstoff enthielten. A. Goris und P. Costy*) sowie P. Costy®) haben ge- 
zeigt, das die Urease bei vielen Pilzen bald in gréBeren, bald in kleineren 
Mengen vorhanden ist, je nach der Art und Gattung des betreffenden 
Pilzes. Die oben angefiihrten Versuche, wie auch die folgenden, beweisen, 
daB in ein und derselben Art von Pilzen je nach deren Nahrung die Urease 
entsteht, so z. B. bei Stickstoff- und KohlehydratiiberschuB; fehlt die 
Kohlehydratquelle, so wird keine Urease gebildet, dagegen wird Harnstoff 
bei tibersechiissiger Stickstoffnahrung als Abfallsprodukt  angehiiuft. 
R. Fosse*), der die Bildung von Urease und Harnstoff in vielen Pflanzen 
festgestellt hat, hebt besonders hervor, dab die gleichzeitige Gegenwart 
dieser beiden Substanzen notwendig sei: fehite das Ferment, so wiirde der 
Harnstoff nicht verbraucht werden. Nach meinen Angaben kann die Urease 
im Pilze je nach den physiologischen Bedingungen entstehen und _ ver- 
schwinden; hauft sich der Harnstoff an, so weist die Urease keine Wirksam- 
keit auf, indem sie wahrscheinlich in den zymogenen Zustand iibergeht. 
Ferner wurden Kulturen von Aspergillus niger auf stickstoffreichem Sub- 
strat erhalten: es wurden 500 cem Wasser + 100 ccm Malzextraktlésung 

60g Gelatine genommen; die Kulturen wurden mit und ohne Saccharose 
aufgestellt. Die Mvcele entwickelten sich besonders in den Saccharose- 
kulturen. 

Versuch 3, 

Es wurden in Petrischalen gebracht: 1. 10cem Gelatine mit Malz- 
extrakt, 2. dasselbe + 0,4 ¢ Saccharose, mit Sporen von Aspergillus niger 
besit. Die Temperatur des Thermostaten betrug 33°. Nach 6 Tagen 
wurden die Mycelhaiutchen leicht mit Wasser gewaschen; in den Mycelen 
wurde das Trockengewicht und die Menge des Gesamtstickstoffs bestimmt, 
in der. Kulturfliissigkeit der Harnstoffgehalt. 





Trockengewicht Harnstoffmenge Harnstoff aut 


in der Trockengewicht 
des Mycels  Kulturfliissigkeit des Mycels 
7 my Proz. 
St. 2 eee 0,0628 7,07 11,25 
2 | Mit 0,4g Saccharose ..... 0.1790 0 — 


') K. Shibata, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 5, 321, 1904. 

*) Al. Kiesel, Zeitschr. f. phys. Chem. 75, 169, 1911; 118, 247, 1922. 
3) N. N. Iwanoff, diese Zeitschr. 150, 115, 1924. 

4) A. Goris et P. Costy, C. r. 1922. 

5) P. Costy, Uréase et urée chez les champignons supérieurs. Paris 1923. 
®) R. Fosse, Ann. de l'Institut Pasteur 34, 1, 1920. 
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In der Kulturfliissigkeit der zweiten Portion war der Zucker im 
Verlauf von 6 Tagen voéllig verbraucht worden. Folglich hat sich der 
Harnstoff in merkbarer Menge nur in der Kultur ohne Zucker gebildet. 
Charakteristisch ist, da®B sich der Harnstoff nur in der Kulturfliissigkeit 
angehauft hat. : 

Im folgenden Versuch wurde dasselbe Nahrsubstrat gewahit, mur mit 
der Zagabe von Nihrsalzen von gewéhnlichem Prozentgehalt: KH,PO,, 
Mg S0O,, FeSO, (Spuren) und 1 mg ZnSO, auf 100 cem Lésung. 


Versuch 4. 
In Petrischalen wurden gebracht: 1. 10 ccm Gelatine mit Malzextrakt, 
2. dasselbe 4- 0,4 Saccharose; mit Sporen von Aspergillus niger besiit. 
Temperatur 33°. Nach Beendigung des Versuchs wurde die verdiinnte 
Gelatine filtriert und das Mycel leicht mit Wasser gewaschen. 





Ohne Zucker Mit Zucker 
ver Harnstoff- H i Harnstoff- Harnstoff 
Entwicklungszeit frocken>  menge in der arnstoft Trocken menge in der auf Trocken: 
gewichtdes ~~ Kultur. auf Trocken- gewicht des kK ditur. gewicht 
Mycels flussigkeit gewicht Mycels fliissigkeit des Mycels 
g mg Proz. 2 mg Proz. 
See: « ss 0,112 3,65 3,25 0,72) 0 
Mm 5s er 0,143 6,25 4,38 0.980 0 


Aus den Versuchen ist zu ersehen, dab die Harnstoffmenge ohne Zusatz 
von Saccharose steigt und der erstere gar nicht gebildet wird in der Portion, 
der Saccharose zugefiigt worden war. Alle diese Versuche erkliren uns, 
warum keine Harnstoffanhiufung in auf Zucker wachsenden Pilzen zu 
erzielen ist. 

Unter den Bedingungen einer stickstoffreichen Nahrung (auf Gelatine) 
zersetzt der sich entwickelnde Pilz den Harnstoff in Aminosiuren und aus 
den letzteren baut er seinen Kérper auf. Aber zum Aufbau des Kérpers 
wie auch zum AtmungsprozeB sind Kohlehydrate erforderlich, die der 
Pilz ebenso aus den Aminosi&uren aufbaut; das bei der Desaminierung der- 
selben entstehende Ammoniak wird in Harnstoff') iibergefiihrt. Letzterer 
geht als Abfallsprodukt in die Kulturfliissigkeit iiber; der Pilzkérper hiuft 
in allen Fallen keinen Harnstoff an. Dies ist das Schema der Stickstoff- 
umwandlung in meinen Versuchen. 

Langst ist bekannt, daB Schimmelpilze fahig sind, Stickstoff und 
Kohlenstoff aus EiweiSstoffen und Peptonen zi schépfen; im weiteren 
habe ich Versuche mit gewéhnlicher Raulinscher Salzfliissigkeit unter 
Zugabe von je 3g Pepton Witte auf 100 cem angestellt. 


Versuch 5. 

In 100cem Kulturfliissigkeit (auf 100cem Wasser 0,1 g KH,PO,, 
Og MgSO,, 3g Pepton Witte, Img ZnSO,) wurde Aspergillus niger 
ausgesiit; Entwicklung bei 33°. Nach Verlauf einer bestimmten Zeit wurde 
das Mycelhaiutchen entnommen, leicht mit Wasser gewaschen, zuerst bei 


1) Nach meinen vorliufigen Versuchen ist zu schlieBen, dali nicht das 
gesamte Ammoniak in Harnstoff iibergeht, da in der Fliissigkeit bedeutende 
Mengen von Ammoniumsalzen zuriickbleiben. 
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33° getrocknet und aus dermselben eine Probe fiir die Crease gewahlt; dann 
bei 110° getrocknet und fiir die Stickstoffbestimmung verwendet. In der 
Kulturfliissigkeit und in dem Waschwasser wurde der Harnstoff be- 
stimmt. 





aaa Harostoffe Harnstoff . Harnstoff.N 
Linn mp ol menge in der auf Trockens Gesamt-N — zum 
Alter des Pilzes **W'° ulturs gewicht me Gesamt-N 
Mycels flussigkeit des Pilzes im Byes! Flussigkeit ges Mycels 
g Ing Proz. mg mg Proz. 
5 Tage gts O30 9.95 3.31 23,85 4.6 19.3 
es we 0.56 33.65 60 42.55 15,71 37,9 
a Sa 0.63 48.6 75 46.78 22.69 48.5 


Das Mycel wurde auf Urease gepriift: In 5ccm 5Sproz. Harnstoff 
wurde je 0,1 g Mycel, bei 33° getrocknet, hinzugefiigt, dann Toluol zugesetzt 
und auf 24 Stunden stehengelassen; nach Verlauf dieses Zeitraums war 
kein Harnstoffzerfall zu konstatieren. 

Es wurde noch ein Versuch angestellt, Harnstoff im Mycel selbst 
aufzufinden; zu diesem Zwecke wurden 0,3476 g eines achttaigigen Mvycels 
mit Wasser auf siedendem Wasserbad extrahiert und im Filtrat der Harn- 
stoff bestimmt; nach der Fallung mit Xanthydrol konnten nur Spuren von 
Harnstoff wahrgenommen werden. 

Die Harnstoffmenge steigt in diesen Versuchen je nach der Ent- 
wicklung des Pilzes, der, wie bekannt, auf Pepton viel langsamer wiichst 
als auf Zucker und NH,NO,. Die Menge des entstandenen Harnstoffs 
kann man auf das Trockengewicht des Mycels beziehen, dann erhalten wir 
7.5 Proz. gebildeten Harnstoff; oder wir kénnen das Verhiiltnis des Harn- 
stoffstickstoffs zum Gesamtstickstoff des Mycels berechnen; in diesem 
Falle sehen wir, daB auf Harnstoffstickstoff 48,5 Proz. Gesamtstickstoft 
des Mycels kommen — geniigend beweisende Zahlen. 

Eine besonders wichtige Tatsache ist in diesen und in anderen Ver- 
suchen das fast véllige Fehlen des Harnstoffs im Mycel selbst; der Pilz 
wirft denselben in das umgebende Medium aus. Besonders  sorgfaltig 
beugte ich der Entgegnung vor, daB der Harnstoff aus dem Pilz mit dem 
Waschwasser entfernt werden kénne, daher wurde das Mycel stets nur 
leicht im Wasser ausgespiilt. AuBerdem wurde noch ein Versuch angestellt, 
bei dem das Mycel gar nicht ausgewaschen wurde. 


Versuch 6. 


Ebenso wie im vorigen (Salze + 3g Pepton). Kultur Aspergillus niger, 
withrend 10 Tage bei 28 bis 30°. Das Mycel auf dem Filter wurde nicht mit 
Wasser gewaschen, sondern nach dem Ablaufen der Kulturfliissigkeit wurde 
das feuchte, 6,5 g wiegende Mycel bei 33° getrocknet; es ergab 0,53 g¢ 
Trockengewicht. Der Harnstoff wurde im Mycel und in der Kulturfliissig- 
keit bestimmt; es waren vorhanden: in der Kulturfliissigkeit 22,3 mg, 
im Mycel 0,8 mg. Die Probe auf Urease im Mycel ergab negative Resultate. 

Ferner wurde noch ein Versuch auf jestem Medium, Gelatine und Agar, 
angestellt. 

Versuch 7. 

In ein Kulturmedium aus 100 ccm wiisseriger Lésung von Nahrsalzen, 
5g Gelatine und 2 ¢ Agar wurde Aspergillus niger ausgesaét; nach 11 Tagen 
bei 33° wurde der Versuch beendet. Von dem festen Nahrungsmedium 
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wurde das Mycel vorsichtig entfernt und, ohne Auswaschen mit Wasser, 
in demselben der Harnstoff bestimmt; das Nahrmedium wurde zweima! 
mit Alkohol extrahiert und im Extrakt der Harnstoff bestimmt. 


Es waren vorhanden Harnstoff im Mycel 3,27 mg, im Kulturmedium 
18,92 mg. Zweifellos war im Mycel selbst bedeutend weniger Harnstoff 
enthalten, weil es sehr schwierig war, das Mycel von dem anhaftenden 
festen Kulturmedium ganz rein zu trennen, aber selbst dieser Versuch 
zeigt deutlich, daB die Hauptmenge des Harnstojis aus dem Pilze in die 
duBere Umgebung ausgeschieden wird. 

Die Versuche fiihren zu der Uberzeugung, daB die Pilze auf stickstoff 
rei¢chem Substrat nicht nur Harnstoff bilden kénnen, sondern auch, ahnlich 
den héheren Tieren, befahigt sind, denselben aus dem Organismus als 
Stickstoffabfallsprodukt zu entfernen. 

Die von mir erzielte Harnstoffanhaufung bei Aspergillus niger wird 
yurzeit an vielen anderen Piizen untersucht. 

Beziiglich der Hefe war in der Literatur schon langst die Frage nach 
den Stickstoffexkrementen aufgestellt worden. Pasteur') hatte fest 
gestellt, daB ein Extrakt gegorener Hefe, von Kohlensiure und Alkohol 
befreit, viel weniger zu einer neuen Girung verwendbar sei, als ein wisseriger 
Auszug aus ungegorener Hefe, obgleich in demselben weniger Stickstoff 
enthalten war. Ad. Mayer?) untersuchte diese Erscheinung und schuf eine 
Theorie der Hefeexkremente; dasselbe beriihrte auch H. Pringsheim®), 
wie auch Rubner*), welcher von einer Bildung von fiir die Ausnutzung der 
Hefe wertlosen Stickstoffverbindungen, welche nach auBen ausgeschieden 
werden kénnen, spricht. In meiner Arbeit iiber diesen Gegenstand kam 
ich®) zur Erklarung der Stickstoffexkremente von einer ganz anderen 
Seite — es war mir gelungen zu zeigen, daB die Stickstoffverbindungen, 
welche wihrend der Garung auftreten, nicht mit derselben verbunden sind, 
sondern das Resultat einer freien Synthese von Glucose mit Ammoniak 
oder Aminosiuren darstellen. Somit ist die friihere Annahme hinfallig. 
daB die Hefe irgendwelche Stickstoffexkremente ausscheiden kénne, die 
sich (nach A. Mayer) in Wasser lésen und durch Alkohol gefallt werden 
kénnten. Meine gegenwirtigen Versuche zeigen die Méglichkeit der Bildung 
von Stickstoffabfallsprodukten bei Pilzen in Form von Harnstoff. 

Um die Bedeutung der Kohlehydrate bei der Bildung von Harnstoff 
darzutun, wurden vergleichende Versuche angestellt in betreff der Pilz- 
entwicklung auf Pepton in Gegenwart und Abwesenheit von Saccharose. 


. Versuch 8. 
In 100 cem Kulturfliissigkeit: 1. 100cem Wasser, 0,lg KH,PO,, 
“le MgSO,, 3g Pepton, Img ZnSO,; 2. desgleichen + 2g Saccharose 
wurde Aspergillus niger gesiit. ‘Temperatur 33°. 


') L. Pasteur, Ann. d. Chim. 58, 407, 1860. 

2) Ad. Mayer, Untersuchungen iiber die alkoholische Garung, den 
Stoffbedarf und Stoffwechsel der Hefepflanze. Heidelberg 1869. 

5) H. Pringsheim, diese Zeitschr. 3, 121, 1907. 

4) M. Rubner, Die Ernihrungsphysiologie der Hefezellen bei alkoholi- 
scher Garung. Leipzig 1913. 

5) N. N. Iwanot/, diese Zeitschr. 120, 25, 1921. 
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Pepton ohne Saccharose Pepton mit 2g Saccharose 
Troc Harnstoff i , Harnstoff | tiarnstoff 
Alter des Pilzes rocken+ in der Harnstoff rocken- in der auf Trocken 
gewiebtdes = Kulture auf Trockens gewichtdes) x ujrur. gewicht 
Mycels flussigkeit gewicht Mycels flussigkeit des Mycels 
g mg Proz. g mg Proz. 
re 0.30 9.95 331 1,69 0 = 
or oar 0.62 33,1 53 1.75 0 
In Gegenwart selbst unbedeutender Mengen Zucker entsteht kein 
Harnstoff. 
Versuch 9. 
Dasselbe Kulturmedium (Salze + 3g Pepton) mit Zugabe von 10 ¢ 


Saccharose. Aspergillus niger bei 33°. 





lrockengewicht Rest 
Alter des Pilzes des Mycels Harnstoffmenge von Saccharose Urease im Mycel 
in der Flussigkcit : 
~ | ~ 
ae 540 0 1,23 stark wirkende 'rease 
mT) ; 5.80 0 0 fehlt 


Bei der Entwicklung des Pilzes auf Pepton in Gegenwart von 
SaccharoseiiberschuB bemerken wir eine starke Ureasewirksamkeit; im 
alten Pilze (9 Tage), als der Kohlehydratvorrat erschépft war, ist auch die 
Urease verschwunden. 

Weiter habe ich mir die Aufgabe gestellt, zu ermitteln, ob der ent 
standene Harnstoff von neuem vom Pilz verbraucht wird, wenn man dem- 
selben unter sterilen Bedingungen Kohlehydrat verabreicht.  Zugieich 
hoffte ich in diesem Falle eine Ureasetitigkeit zu erzielen, da diese, wie aus 
den vorherigen Versuchen zu ersehen ist, bei der Pilzkultur auf Pepton 
ohne Saccharose sich nicht gebildet hat. 


Versuch 10. 

In 100cem Kulturfliissigkeit (Salze + 3g Pepton) wurde Aspergillus 
niger ausgesit; Temperatur 33°. Von drei gleichen Kulturen war die eine 
nach 12 Tagen beendet, die zweite wurde noch 2 Tage stehengelassen, 
ohne Zugabe von Saccharose, die dritte ebenfalls noch 2 Tage, mit Zugabe 
von 10g Saccharose unter sterilen Bedingungen. 





. Harnstoff- Harnstoff-(N Harnstoff-N 
Ba of = in der Re weal Gesamt-N » der zum * 
Nr. | Alter des Pilzes  ®*'° vulture , * a Myc culture  Gesamt«N 
; * ; — Mycels fliissigkeix gewicht i Ryeet flussigkeit des Mycels 
2 mg Proz. mg mg Proz. 
1ii2Tage .. 0,63 48.6 75 46,78 22.69 48.5 
214 , 0,616 47.9 777 43.6 22,36 513 
3.12 =. dann 
| Zugabe von 10g | 
Saccharose unt. 
stcrilen Bedin- 
unyen u. noch 2 ‘ 
S Tage bei 33° 3,61 7,55 0.21 195,6 3,52 18 


Vergleicht man die Kulturen 2 und 3 mit der 12tagigen, so ergibt sich 
folgendes: In der Kultur ohne Zugabe von Saccharose war die Harnstoff- 
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menge nach 2 Tagen, in Prozenten ausgedriickt, von 7,5 bis auf 7,77 ge 

stiegen; in der Portion, die sich wahrend der letzten 2 Tage mit 10 ¢ 
Saccharose entwickelte, war der Harnstoff fast verschwunden, und da-~ 
Trockengewicht des Mycels war um das Sechsfache gestiegen').  Priifung 
auf Urease: Zu 5cem 0,5proz. (annihernd) Harnstoffs wurde je 0,1 g¢ luft- 
trockenen Mycels der zweiten und dritten Portion hinzugefiigt und aut 
24 Stunden mit Toluol stehengelassen; dann wurde abfiltriert, mit Wasser 
gewaschen und im Filtrat der Harnstoff bestimmt. 





Harnstoff in der Harnstoff 
Restharnstoff Portica spaltung 
mg vor Versuch Proz 
2. Ohne Saccharose . 244 24,7 0 
3. Mit . . 16.9) 747 aS 


In 2 Tagen hat sich im Mycel eine gut wirkende Urease gebildet. 
welche den Harnstoff fast ginzlich zersetzt hat; der Harnstoff des Mycel- 
war fast um das Fiinffache im Vergleich zur Kontrolle gestiegen. In de: 
Kultur mit Zugabe von 10g Zucker waren nur 2,91 g ungenutzt geblieben, 
auBerdem war viel Siure und Ammoniumoxalat entstanden. Léangst be 
kannt ist dies aus den Versuchen von C. Wehmer®), sowie besonders aus 
den Untersuchungen von W. Butkewitsch*), der zeigte, dab, wenn man die 
Oxalsiture in der Kultur mittels Kreide neutralisiert, Aspergillus niger 
kein Ammoniak aus Aminosiuren bildet. Hieraus folgt, daB Aspergillus 
niger, wenn er auf Zucker wichst, das nicht niitzliche Ammoniak in Form 
von Ammoniumoxalat ausscheiden kann; in Abwesenheit von Saccharose 
kann Oxalsiiture nach Wehmer und Butkewitsch aus EiweiBstoffen entstehen. 
aber wahrscheinlich in ungeniigender Menge, weil der Pilz das Ammoniak 
verwirft, indem er dasselbe teilweise in unschidlichen Harnstoff umwandelt. 
Charakteristisch ist, daB in diesem Falle die Pilze, im Sinne der Anpassung 
zur Entfernung des unniitzen Stickstoffs, héher als niedere Tiere stehen. 
z. B. wie Actinia, welche ihren Stickstoff in Form von Ammoniumsalzen 
ausscheiden. Natiirlich scheiden die Pilze ihren iiberschiissigen Stickstoff 
in Form von Harnstoff nur bei Abwesenheit von Kohlehydraten aus: 
der Harnstoff kann bei Zugabe von Saccharose von nevem durch den 
Organismus verbraucht werden. Hierin haben wir einen prinzipiellen 
Unterschied im Verhalten des Harnstoffs bei Pilzen und Tieren; bei 
letzteren kann derselbe, wie bekannt, unter keinen Umstiinden vom 
Organismus ausgenutzt werden. 

In meiner vorigen Abhandlung*) schrieb ich, daB ..der Pilzharnstoft 
in Abwesenheit von Kohlehydraten ein Abfallsprodukt, in Gegenwart 
derselben ein Nahrungsvorratsstoff ist, analog dem Asparagin und Glutamin*’. 
Gegenwiartig geben die beschriebenen Versuche mit der Ausscheidung von 
Harnstoff in die Umgebung die Méglichkeit, diesen Harnstoff als Abfall- 
produkt anzusehen, analog dem, was wir bei héheren Tieren beobachten 
Selbstverstindlich ist im Pflanzenorganismus die Frage nach den Abfalls 


1) Bei einer Wiederholung des Versuchs war der Harnstoff nach Zugale 
von 10g Saccharose nach 3 Tagen véllig verschwunden. 

*) C. Wehmer, Bot. Zeitschr. 49, 233, 1891. 

3) W. Butkewitsch, Jahrb. f. wiss. Bot. 88, 147, 1902. 

*) N. N. Iwanoff, |. ¢. 


16* 
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produkten und Nahrungsstoffen korplizierter als bei Tieren. So erscheint 
z. B. bei letzteren die Kohlensiure stets als bedingungsloses Abfallsprodukt, 
hei der griinen Pflanze hingegen ist die Kohlensaéure im Sonnenlichte ein 
Nahrungsstoff, im Dunkeln wird sie als Abfallsprodukt des Atmungs- 
prozesses ausgeschieden. Eine aihnliche Ansicht kénnen wir uns auch iiber 
den Harnstoff bei Pilzen bilden. Als neue Tatsache erscheint in den von 
mir beschriebenen Versuchen die Ausscheidung des Stickstoffs durch den 
Pilz in Form von Harnstoff, wozu derselbe durch die Bedingungen der 
Nahrung gezwungen wird, in diesem Falle dureh UberschuB von Stickstoff- 
material, 

Im weiter folgenden habe ich fiir meine Versuche noch drei Pilze 
ausgewahit und die Bildung von Harnstoff in denselben beobachtet. Zurzeit 
kultiviere ich eine groBe Menge Pilze, die sich in systematischer Hinsicht 
weit voneinander unterscheiden. 


Versuche mit Penicillium glaucum. 
Versuch 11. 
Auf 10 cem Gelatine mit Malzextrakt (500 cem Wasser 60 ¢ Gelatine 
100 cem Malzextraktlésung) wurde unter sterilen Bedingungen das 
Hautchen von Penicillium glaucum in Petri-Schale geziichtet. Nach 
Verlauf von 8 Tagen wurde das Hautchen abgelést, leicht mit Wasser ge- 
waschen, getrocknet und in der verdiinnten Gelatine und den Wasch- 
wissern der Harnstoff bestimmt. Im Filtrat war an Harnstoff vor- 
handen 7,63 mg, Trockengewicht des Mvycelhéutchens 0,31 mg. Also 
2,76 Proz. Harnstoff auf Trockengewicht. 
Das Penicillium glaucum hiauft auf stickstoffreichem Substrat auch 
merkliche Mengen Harnstoff an. Folgender Versuch wurde zum Vergleich 
des Nihrsubstrats mit und ohne Saccharose angestellt. 


Versuch 12. 

In Petrischalen wurden gebracht: 1. 10 cem Gelatine mit Malzextrakt; 
2. desgleichen + 0,4.¢ Zucker. Sporen von Penicillium glaucum ausgesi&t. 
Entwicklung bei 15 bis 17°. Nach 10 Tagen wurden die Hautchen zweier 
Mveele, sowohl der ersten Serie ohne Saccharose, als auch der zweiten mit 
Saccharose, leicht mit Wasser gewaschen. In den Mycelen wurde das 
Trockengewicht und die Menge des Gesamtstickstoffs bestimmt, in der 
Kulturfliissigkeit der Harnstoffgehalt. 





Harnstoff aut 


Trockengewicht Trockengewicht 
oe 
des Mycels Harnstoffmenge den Myotis 
g mg Proz. 
1. Ohne Saeccharose . 0.458 10.9 2.54 


2. Mit - . 0,72 0 ee 
Es wurde dasselbe Resultat erzielt wie mit der Kultur von Aspergillus 
niger: auf Gelatine wurde Harnstoffbildung nur in Abwesenheit von 
Saccharose beobachtet. 
Weiter wurde ein langdauernder Versuch mit einer Kultur von Peni- 
cillium glaucum auf Pepton angestellt. 


Versuch 13. 
In 100 cem Kulturfliissigkeit (100 cem Wasser, 0,1 g KH,PO,, 0,1 g 
Mg8SO,, 3g Pepton Witte + lLmg ZnSO,) wurde Penicillium glaucum 
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ausgesiit. Temperatur 15 bis 17°. Nach Beendigung des Versuchs wurde 
das Mycelhiiutchen abgelést, leicht mit Wasser gewaschen, erst bei 33° 
getrocknet und eine Probe fiir die Urease entnommen, dann bei 110° ge 
trocknet und fiir die Bestimmung von Stickstoff gewahlt. In der Kultur- 
fliissigkeit mit den Waschwissern wurde der Harnstoff bestimmt. 

Das Mvycel stelite kein ganzes Hiiutchen dar, sondern die Pilzmasse 
verbreitete sich inselweise. 





si Harnstoff: Harnstoff , Harnstoff-N 
——— menge in der auf Trockens GesamtsN on -y “ee zum 
Alter des Pilze Gomes Ce8 | Kulture gewicht ia _ in Gesamt«N 
F Mycels flussigkcit des Pilzes im Mycel Flussigkeit des Mycels 
g mg Proz mg mg Proz. 
) __——a 0.322 16,98 5,24 27,62 7,93 28,7 
ae ye 0.328 28.4 8,66 27.69 13,26 47.8 
_— } “ko 0.250 38,27 1451 17,7 17,86 loo 


Die Probe auf Urease im Mycel des Vilzes fiel negativ aus. Die Harn- 
stoffmenge wuchs withrend der ganzen Zeit mit dem Alter der Kultur. 
Nach 25 Tagen Kultivierung hatte sich der Gesamtstickstoff im Mycel 
(17,73 mg) mit der Menge des in das Kulturmedium ausgeworfenen Harn- 
stoffstickstoffs (17,86 mg) ausgeglichen. Charakteristisch ist, da® auch bei 
Penicillium glaucum das Mycel ebenfalls keinen Harnstoff enthilt, letzterer 
ist nur in der Nihrfliissigkeit vorhanden. 

Dann ziichtete ich noch zwei Kulturen von Rhizopus nigricans und 
Tieghemella orchidis, die sich ebenfalls als Harnstoffbildner erwiesen. 


Versuche mit Rhizopus nigricans. 
Versuch 14, 


In Petrischalen wurden gebracht: 1. 10 cem Celatine mit Malzextrakt ; 
2. desgleichen 0.52 Saccharose ausgesiit. 

Rhizopus nigricans. Nach achttagiger Entwicklung, teils bei 16 bis 17°, 
teils bei 28°, wurde der Versuch beendet. Die Mycelhautchen wurden leicht 
mit Wasser gewaschen; in den Mycelen wurde das Trockengewicht und der 
Gesamtstickstoff bestimmt, in der Kulturfliissigkeit der Harnstoffgehalt. 





Harnstoffmenge Harnstoff auf 


Trock vicht ; -* 
pasa tit in der Kulture Trockengewicht 
des Mycels flussigkeit des Mycels 
Pa my Proz 
1. Ohne Saecharose . O,116 4,91 4.25 


2 Mit O52 eS M 0.360 0 


In der ersten Kultur olime Saccharose wurden im Mycel gefunden 
14.39 mg Stickstoff, in das Kulturmedium waren vom Pilz ausgeschieden 
worden 2,29mg Harnstoff-N, d.h. 15,9 Proz. des im Pilze enthaltenen 
Stickstoffs. 


Versuch 15. 
Wiederholung des Vorhergehenden, nur Zugabe von Maizextrakt 
und Nahrsalzen zur Gelatine. 
Rhizopus nigricans. 10 Tage bei 16° Kultur ohne Saccharose in zwei 
Petrischalen. 
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lrockengewicht Harnstoffmenge — Harnstoff aut 
des My in der Kulture Trockengewicht 
les Mycels flussigkeit des Mycels 
8 mg Proz 
OS21 18.2 SAT 


Dasselbe Bild wie in den vorhergehenden Versuchen. Harnustoff wurde 
als Abfallsprodukt in der Kulturfliissigkeit bei Abwesenheit von Kobhie- 
hvdrat gebildet. 


Versuche mit Tieghemella orehidis. 


i ti oh An 


Versuch 16, 
In zwei Petrischalen wurden gebracht: 1. LO cem Gelatine mit Malz- 
extrakt; 2. desgleichen + 0,5 g Saccharose mit Tieghemella orchidis besiat. 
Nach neuntigiger Entwicklung, teils bei 16 bis 17°, teils bei 28°, wurde 
der Versuch beendet. Die Mycelhiitutehen wurden leicht mit Wasser ge 
waschen; in den Mycelen wurde das Trockengewicht und die Menge des 
CGesamtstickstoffs bestimmt, in der Kulturfliissigkeit der Harnstoffgehalt. 











Harnstoff-N Proz 


P I 8 ry Harnstoft- mre Gesamt-N in der Harnstoft«-N 
ewic es auf Trocken- Kult 
ee ultur zum 
| Mycels ati aes gewicht des Mycels flissigkeit Gesamt-N 
| mu mg Proz. my meg mg 
1. Ohne Saccharose 0,20 94 1.7 20,1 i359 21.8 : 
2 MitO5g . O58 “ _ 497 a - 


Versuch 17. 
Wiederholung des Vorigen, nur mit Zugabe von Malzextrakt und 
Nihrsalzen zur Gelatine. 
Tieghemella orchidis. 10 Tage bei 16°. Kultur ohne Saccharose in zwei 
Petrischalen. 





lrockengewicht H Harnstoff aut 

des Mycels arnstoft Trockengewicht 
xg my Proz. 
O.2352 1 42 8.37 


Die Versuche mit Tieghemella bestatigen die auch bet anderen Pilzen 
erhaltenen Ergebnisse. 

Die willkiirlich gewihlten Pilze gehéren verschiedenen Klassen an: 
Aspergillus niger und Penicillium glaueum zu Ascomyceten (Ascomycetes), 
Rhizopus nigricans und Tieghemella orchidis zu den Zygomyceten (Zygo 
mycetes), und der Champignon, welcher in reiner Kultur Harnstoff ergab, 
zu den héheren Basidiomyceten (Basidiomycetes). Ich ziichte reine Kulturen 
von verschiedenen Pilzen auf Gelatine und hege die Erwartung, dab die- 
selben ebenfalls Harnstoff anhiiufen werden. Aber sogar jetzt schon kann 
ich die Annahme machen, daB die Bildung vom Harnstoff als Abfallsprodukt 
eine allgemeine Eigenschaft der Pilze ist; die Anwesenheit von Harnsto}} 
im Pilze charakterisiert nicht den Pilz selbst, sondern dessen Nahrungs 
bedingungen. Wir sahen, dab eine reiche stickstoffhaltige Nahrung (Gelatine, 
Pepton) einerseits und die Abwesenheit (oder unbedeutend kleine Mengen, 
welche im Malzextrakt enthalten sind) von Kohlenhydraten andererseits 
als notwendige Bedingungen fiir die Harnstoffbildung erscheinen. Bea 
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normalen Verhiltnissen leiden solche Pilze, wie Aspergillus niger und 
Penicillium glaucum, keinen Mangel an Kohlenstoffnahrung, und darum 
gelingt es nicht, den Harnstoff zu entdecken. Diese Pilze hiitufen Oxalsiiure 
an, welche das Kestammoniak bindet. Im Falle einer Entwicklung auf 
reichen stickstoffhaltigen Substanzen entsteht die Oxalsiure aus Amino- 
siuren und diese bindet das sich bei deren Desaminierung ausscheidende 
Ammoniak ; in solechen Kulturen finden wir eine groBe Menge Ammonium 
salze vor. Aber bei Mangel an Kohlenstoffnahrung, bei langdauernder 
Kultur beginnt der Pilz, ein wahrscheinlich sogar in energetischer Beziehung 
stark minderwertiges Material, wie Oxalsiiture, zu verbrauchen. [tm End- 
verlauf dieses Prozesses mu8 das Ammoniak mit Kohlensiure gebunden 
werden, aber nicht zu dem fiir den Pilz schidlichen Ammoniumearbonat, 
sondern zum neutralen Harnstoff. Letzterer wird aus dem Pilzkérper in 
die umgebende Fliissigkeit entfernt und erscheint als Abfallsprodukt schon 
deshalb, weil der Pilz des harnstoffspaltenden Ferments — der Urease 
villig beraubt ist. 

Die von mir beobachtete Ausscheidung des Harnstoffs aus dem VPilze 
als Abfallsprodukt gibt mir die Méglichkeit, die Fragen nach der Stickstoff- 
nahrung der mycotrophen Pflanzen aufzuklaren. Vielleicht scheiden die 
auf Wurzeln lebenden Pilze Harnstoff aus und versorgen mit demselben die 
héhere Pflanze; es ist die weitere Annahme denkbar, daBi die Wurzelzellen 
darum Stickstoff erhalten, weil die Pilze Mangel an Kohlehydratnahrung 
leiden. Diese Erwigung hat ihren Grund schon darin, daB H. Weyland*) 
bei vielen obligaten Mycotrophen und Orchideen die Bildung von Harn- 
stoff beobachtet hat. Dieser Autor fand denselben nicht bei der Eller und 
bei Leguminosen vor, welche kleine Knollen besitzen, statt dessen gelang 
es ihm aber, in denselben groBe Mengen von Ammoniumsalzen festzustellen, 
welche nur unter der Einwirkung von Urease aus den Wurzeln der hiheren 
Pflanzen gebildet werden konnten; langst bekannt ist*), daB die Knollen 
der Leguminosen reichlich mit diesem Ferment versorgt sind. Was aber 
die Urease betrifft, so charakterisiert ihre Abwesenheit oder Anwesenheit 
gar nicht den gegebenen Pilz. sondern die Nahrungsbedingungen, oder 
genauer gesagt, das Verhaltnis zwischen den Stickstoff- und Kohlenstoff- 
quellen, auf deren Kosten der Organismus lebt. Auf reichem stickstoff- 
haltigen Substrat, in Abwesenheit von Kohlehydraten, verschwindet die 
Urease bei Aspergillus niger, erscheint aber wieder, wenn man der Kultur 
Saccharose zufiigt. Aber die alleinige Anwesenheit des Kohlehydrats 
bedingt nicht die bestimmte Entwicklung der Urease in der Kultur, wo als 
hegrenzender Faktor des Pilzwachstums der Mangel an Stickstoffnahrunz 
erscheint; nur gleichzeitige Anwesenheit dieser beiden Quellen ergibt die 
Moglichkeit, eine gute’ Arbeit der Urease zu beobachten. Indem wir bald 
die Abwesenheit, bald das Auftreten der Urease in ein und derselben Kultur 
konstatieren, kénnen wir schneller zum Versténdnis ihrer Bedeutung 
fiir den Pflanzenorganismus gelangen. Wir verstehen den Sinn des Ver- 
schwindens der Urease zu einer Zeit, wo der Pilz gezwungen ist, Harnstoff 
zu bilden und auszuscheiden, aber uns ist ganz unklar, warum, in Gegen 
wart von Kohlehydrat- und Stickstoffquellen fiir die Nahrung, die Urease 
in die Erscheinung tritt; und desto mehr unklar ist vorliufig die Rolle der 


') H. Weyland, Jahrb. f. wiss. Bot. 51, 1. 1912. 
) H. E. Armstrong, Ann. of Botany 25, April 1911; Nature, Oktober 
1928: EB. A. Werner. Nature, 1923. 
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Urease bei héheren Pflanzen. Fosse'), der bei der Oxydation von Form. 
aldehyd durch Permanganat in Gegenwart von Ammoniak groBe Mengen 
Harnstoff und als Zwischenprodukt dieser Oxydation die Cyansiure erhielt, 
stellte die Hypothese auf, daB auch bei den natiirlichen Verhaltnissen der 
Photosynthese das erste Assimilationsprodukt des Kohlenstoffs — der 
Formaldehyd sich mit Ammoniak vereinige und tiber die Cyansiiure 
in Harnstoff tibergehe. Diese Hypothese weist der Anwesenheit der Urease 
in der Pflanzenzelle eine groBe Rolle zu, niimlich dieses Ferment soll, nach 
Fosse, den Harnstoff, eine zur Assimilation untaugliche Substanz, in zwei 
Nihrstoffe, Ammoniak und Kohlensiure, umwandeln. BE. A. Werner?*) 
schreibt dem Harnstoff im Chemismus der Pflanzenzelle auch eine groBe 
Rolle zu; dieser Autor nimmt an, da®B der Harnstoff stets als Endprodukt 
des EiweiSzerfalls gebildet wird und nur darum nicht angehiuft wird, 
weil in den Pflanzen die EiweiBsynthese vorwiegend ist. 

Fosse begriindet seine Hypothese mit der Feststellung von Harnstoff 
bei vielen griinen Pflanzen, obgleich in sehr kleinen Mengen. Meine Versuche 
iiber die Bildung und Ausscheidung von Harnstoff in Pilzen kénnen den 
Gedanken iiber die groBe Bedeutung des Harnstoffs bestiatigen. Wir miissen 
nicht vergessen, daB in den griinen Pflanzen die Anhaiufung von Asparagin 
oder Ghutamin stattfindet, die zu solechen Momenten in denselben erscheinen, 
wo in den Pilzen Harnstoff auftritt, d. h. bei Uberschu’ von Stickstoff 
und Mangel an Kohlehydraten. Hier sind vergleichende physiologische 
Versuche nétig, die uns die Rolle des Harnstoffs und der Urease bei héheren 
Pflanzen erkliren kénnten. Die Tatsache aber, daB der Harnstoff als eine 
gute Quelle der Stickstoffnahrung erscheint, ist schon langst bekannt 
(G. Ville, Lutz, Czapek, Mazé, P. Thomas), aber in letzter Zeit haben Truffaut 
und Bezssonof/*) gezeigt, dal der Harnstoff als ein ideales stickstoff- 
haltiges Nahrungsprodukt fiir héhere Pflanzen erscheint. 

Meine Versuche iiber die Bildung und die Umwandlung von Harnatoff 
in Pilzen unter den Laboratoriumsbedingungen versprechen, vieles im 
Chemismus der Harnstoffentstehung aufzukliren. AuBerdem miissen 
noch inbetreff der Harnstoffbildung unter passenden Bedingungen Hefen 
und Bakterien untersucht werden. Alle diese Probleme sind tiir mich von 
groBem Interesse, und gegenwartig stelle ich ergiinzende Versuche an. 


Schliisse. 
1. Die in reiner Kultur geziichteten Pilze kénnen Harnstoff auf 
reichem stickstoffhaltigen Substrat bilden. Die Anwesenheit des 


Harnstoffs charakterisiert nicht den Pilz selbst, sondern die Bedin- 
gungen der Nahrung desselben. 

2. Der gebildete Harnstoff bleibt nicht im Mycel des Pilzes zurtck, 
sondern wird von demselben als Abfallsprodukt in die Umgebung 
ausgeschieden. 

3. In ein und derselben Kultur eines Pilzes kann die Urease bald 
erscheinen, bald verschwinden, je nach dem Verhaltnis zwischen den 
Produkten der Stickstoff- und der Kohlenstoffnahrung. 


1) R. Fosse, Ann. de VInstitut Pasteur 30, 1, 1916. 

2) BE. A. Werner, Dubl. Journ. of med. sciences 4, 519, 1922; The 
Chemistry of Urea. London 1923. 

%) Trufiant et Bezssonoff{, La Science du Sol 8, 3, 1924. 
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Uber Kalkbindung durch tierische Gewebe. XI. 


Von 


. 


Th. Brehme und P. Gyérgy. 


(Aus der Heidelberger Kinderklinik.) 


(Eingegangen am 4. Februar 1929.) 


In einer friiheren Mitteilung!) haben Freudenberg und der eine 
von uns (Gyérgy) den Versuch unternommen, die in friiheren zahl- 
reichen Modellversuchen gewonnenen Ergebnisse tiber Kalkbindung 
durch EiweiBkoérper und durch tierische Gewebe auf die physiologische 
und pathologische Verkalkung sowie auch auf den Verknécherungs- 
prozeB zu tibertragen. Wahrend in den friiheren Theorien das ganze 
Phanomen vorwiegend oder auch allein nur von der physikalischen 
Seite als ein Léslichkeitsproblem betrachtet wurde, gehen Freudenberg 
und Gydrqgy von der Annahme einer, wenn auch zum Teil voriiber- 
gehenden, Kalkbindung an die eiweibhaltige Grundsubstanz aus. Seit 
den erwahnten Verdéffentlichungen haben sich mehrere Autoren dieser 
Betrachtungsweise im Prinzip angeschlosser (Hden und Mitarbeiter 
Rabi. Weidenreich). Die Verkalkung vollzieht sich in drei immer wieder- 
holten Stufen: 

1. Bindung von Ca-lonen an die organische Grundsubstanz. 

2. Bindung von Phosphat- bzw. Hydrocarbonationen aus det 
umgebenden Lymphe, so daB eine Calecium-Phosphat- bzw. Carbonat- 
EKiweibverbindung entsteht. 

3. Abspaltung von Calciumphosphat und Carbonat und Frei 
werden der kalkbindenden Gruppen in der Grundsubstanz. 

Der unter 1. bezeichnete Vorgang deckt sich dem Sinne nach mit 
der von Pjaundler postulierten und auch experimentell untersuchten 
Ca-Adsorption, die nach dem gleichen Autor die Verkalkung stets 
einleiten soll. Freudenberg und der eine von uns (Gydrqy) haben aber 
den Beweis zu erbringen vermocht, da es sich auch in diesem Punkte 


') Diese Zeitschr. 142, 1923; vel. auch Ergebn. d. inn. Med. u. Kinder 
heilk. 24, 1923. 
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nicht um die Resultante des rein physikalischen Adsorptionsphanomens, 
sondern um die Wirkung chemischer Valenzkrafte handelt, wie es in 
der letzten Zeit besonders von Loeb fiir die Metall-EiweiBverbindungen 
angenommen wird. 

Die physiko-chemischen Bedingungen der Kalkbindung im Orga- 
nismus sind zum Teil stets vorhanden. Wenn sie trotzdem nicht zu- 
stande kommt, so miissen wohl Hemmungsmechanismen im Spiele 
sein. Als solehe haben Freudenberg und der eine von uns (Gwérgy) 
auf Grund ihrer Modeliversuche den Zellstoffwechsel bzw. die Produkte 
der Zelltatigkeit bezeichnet. Erst eine St6érung im Zelleben der ver- 
knéchernden Gewebe kann den AnstoB zur Verkalkung (Verknécherung) 
veben. 

Die Annahme hochgradiger oOrtlicher Stoffwechselst6rungen ais 
wesentlichste auslésende Ursache der enchondralen Verknécherung, wie auch 
aller Verknécherungsvorginge wird auch von histologischer Seite neuerdings 
stark betont (so Hcekert-Mdébius). Ein vélliger Niedergang der Zellen ist 
dabei keinesfalls erforderlich (Weidenreich). 

Kin wichtiger méglicher Einwand fand bis jetzt in den Unter- 
suchungen Freudenbergs und Gydérqys keine experimentelle Bearbeitung. 
Man kénnte nimlich die Frage aufwerfen: ist denn die Natur der kalk- 
bindenden Eiweibkérper fiir das Ausmal dieser Bindung ohne Be- 
deutung bzw. haingt die Ca-Anlagerung allein vom Milieu ab ‘ (H-lonen- 
konzentration, Anionenwirkung, Stoffwechselprodukte)'). Diese Frage 
erheischt um so mehr eine Beantwortung, als ihr in der freilich nur 
hypothetischen sogenannten .,Metaplasie*, d. h. in emer spezifischen 
Abanderung der Grundsubstanz der provisorischen Verkalkungszone 
bei der physiologischen enchondralen Ossifikation ein histologisches 
Korrelat entspricht. Man kénnte dann mit der Méglichkeit rechnen, 
da infolge der Metaplasie die Kalkaviditat der eiweiBhaltigen Grund- 
substanz gewaltig erhéht wird. Diese Méglichkeit haben Freudenberg 
und der eine von uns (Gyérgy) ausdriicklich offen gelassen, wenn sie 
auch ihre Entbehrlichkeit wenigstens fiir die dystrophische Verkalkung 
zugeben muBten. 

Von diesem Gesichtspunkt aus unterzog nun der eine von uns 
((yérqgy) die ungleiche Ca-Verteilung zwischen Blutkérperchen und 
Serum einer niheren Analyse. Er kam gleichzeitig und unabhangig 
von Rona, Petow und Wittkower zu dem Schlub, dab fiir die Erklarung 
der Tatsache, dab sich in den Blutkérperchen viel weniger Ca findet 
als im Serum, die Annahme einer fiir Ca undurechdringlichen Zell- 
membran nicht notwendig ist, sondern dafiir vielmehr die physikalisch- 


1) Val. die fritheren Mitteihingen in dieser Zeitsehr. 110, 115, 121, 
124, 129. 
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chemischen Unterschiede der Zell- (Hamoglobin) und der Serum- 
(Albumin, Globulin) EiweiBkérper in Betracht zu ziehen sind. Der 
isoelektrische Punkt des Himoglobins liegt vielmehr im alkalischen 
Bereich als der der SerumeiweiBkérper. Méglicherweise steht die 
erwahnte ungleiche Kalkverteilung mit dieser Eigenschaft der Eiweil}- 
kérper in Beziehung. LieBen nun Rona, Petow und Wittkower ver- 
schiedene Eiweibkérper aber mit dem gleichen isoelektrischen Punkt 
dialysieren, so kam es in der Tat zu keiner ungleichen Kalkverteilung. 
Ubertragen wir nun diese Versuchsergebnisse auf das Ossifikations- 
problem, so miiBbte der isoelektrische Punkt der verkalkenden Gewebe 
stirker im sauren Bereich liegen als der der Serumeiweibkérper. Es 
fragt sich nun, ob dieses Postulat wenigstens im Modellversuch sich 
tatsichlich beweisen liBt. Als Eiweibkérper mit besonders niedrigem 
isoelektrischen Punkt kennen wir die Nucleinsiuren'). 

Wir lieBen nun eine 4proz. Lésung von Natrium nucleinicum aus 
Hefe?) (Merck) gegen Serum bzw. gegen destilliertes Wasser oder 
eine in ihrem Kalkgehalt wechselnde Dialysierfliissigkeit*) dialysieren. 
Die im Anhang beigefiigten Versuche bestitigten vollauf unser Postulat. 
Kine Lésung von Natrium nucleinicum vermag auBerordentlich stark 
Kalk zu binden. Besonders deutlich tritt diese Kalkaviditaét in den 
Dialyseversuchen gegen Serum zutage; das Serum verliert stark an 
Kalk, es kommt zu einer ungleichen Verteilung zugunsten der Nuclein- 
lésung. Dies ist um so auffallender, als der Kalk des Serums bekanntlich 
ebenfalls zum Teil an die Eiweibkérper gebunden ist. Mit diesem 
Anteil erhéht sich dann der Kalkiiberschul in der Lésung von Natrium 
nucleinicum. 

Konzentrationsunterschiede kénnen fiir den Ausfall der Versuche 
nicht beschuldigt werden: 

N-Gehalt im Serum 1.19 g-Proz. 


N-Gehalt in der Lésung von Natrium nucleinicum 0.84 g¢-Proz 


') Vel. Schade, Die physikal. Chem. in d. Med. Dresden 1921. 

*) Nicht ganz kalkrein, vgl. Anhang. Das Flockungsoptimum lag 
zwischen Pu 2.0 bis 3,0. 

3) Die Dialysierfliissigkeit wurde von Greenwald zu Dialysierversuchen 
mit Serum angegeben und kénnte gewissermaben als eine anorganische 
Serumlésung gelten. Sie besteht aus: 


DO esa se ho et oe 
Mier, «++ 2 «+ ss » « OBC m/S 
eae 

ee és ak a A & ee 
Eee ere 

Aqua dest. ..... ad 1000g 


Daze kort noch der jeweils wechselnde Ca-Zusatz in Form von Cac! 
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Wenn auch die Versuche nicht alle mit dem hier analysierten Serum 
ausgefihrt wurden, so sehen wir aus der Stickstoffzahl der Nuclein- 
lésung (auf Kiweis umgerechnet 5,25 Proz.), dais der Eiweibgehalt 
der Sera wohl stets iiber dieser Zahl liegen mubte. Wiirde eine ungleiche 
Ca-Verteilung, allein die Folge von Konzentrationsunterschieden, in 
den gegenseitig dialysierten Eiweiblésungen beruhen, so miibte eine 
Kalkanhiiufung eher auf der Seite des Serums und nicht wie regel- 
mabig gefunden — auf der Seite der Nucleinlésung zustande kommen. 

Unsere Modellversuche durften wir also in dem Sinne auffassen, 
daB eine Kalkbindung durch die Gewebe iiberall dort erfolgen kann, 
wo der Charakter der kalkbindenden Eiweibkérper in demselben Ver- 
haltnis zu dem der EiweiBkorper in der umspiilenden Gewebsflissigkeit 
steht wie das Natrium nucleinicum zu den Serumeiweibkérpern; der 
isoelektrische Punkt muB bei den Gewebeeiweibkérpern niedriger liegen 
als bei den EiweiBkérpern der umspiilenden Fliissigkeit. Die weiteren 
bekannten Bedingungen (H-lonenkonzentration, Hemmung durch 
Stoffwechselprodukte usw.) miissen freilich stets beriicksichtigt werden. 

Besonders tiberzeugend wirken die Versuche 17 bis 20, bei denen 
Natrium nucleinicum, Serum und Hamoglobin gleichzeitig (im 
gleichen GefaB) gegen eine kalkhaltige Dialysierfliissigkeit dialysierten. 
Die starkste Bindung finden wir beim Natrium nucleinicum, eine viel 
schwachere beim Serum und keine Bindung beim Hamoglobin. 

Wenn nun nach neveren Untersuchungen von Csapo und Faubl') 
auch die Serumeiweibkérper in ihren verschiedenen Fraktionen einen 
verschiedenen Kalkgehalt aufweisen, so diirften diese Befunde durch die 
Untersuchungen von Rona, Petow und Wittkower, sowie von Gydrgy 
und auch nach den vorliegendenVersuchen eine gewisse Klirung erfahren 
haben. Der isoelektrische Punkt des Albumins liegt bei py — 4,8, der 
des Globulins bei 5,4, der des Fibrins bei 7,0. So entspricht es nur 
unserem Postulat, daf der Kalkgehalt dieser Fraktionen in der gleichen 
Reihenfolge abnimmt, wie das Csapo und Faubl nachweisen konnten. 

Wieweit nun die hier skizzierten Anschauungen auf das Ver- 
kalkungsproblem und so auch betreffs der Frage der Metaplasie an- 
wendbar sind, laBt sich zunichst mangels direkten Beweismaterials 
nicht entscheiden. Die Méglichkeit ist jedenfalls gegeben, und so 
dirfte dem Charakter sowie den physikalisch-chemischen Eigenschaften 
der verkalkenden EiweiBkérper ein erhéhtes Augenmerk zugewendet 
werden, bei voller Wahrung der von Freudenberg und dem einen von 
uns (Gydérgy) naher analysierten weiteren Bedingungen®). 


') Diese Zeitschr. 150, 1924. 

*) DaB der Charakter der EiweiBkérper z. B. das Sekretionsprodukt der 
Osteoblasten als ein aktiver Verkalkungsfaktor aufzufassen sei, betont auch 
Weidenreich, Zeitschr. f. Anatomie u. Entw. 69, 1923. 
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Ein weiterer langer bekannter Befund aus der Zellchemie scheint 
uns dagegen schon auf Grund der hier mitgeteilten Versuchserge bnisse 
einer Klarung naihergeriickt zu sein. Wir meinen die Kalkverteilung 
innerhalb der Zelle. Die zellularen Elemente sind im allgemeinen 
kalkarm. Der wenige Kalk ist, wie sich das histochemisch nachweisen 
laBt, an die Kernsubstanz gebunden (Macallum). Die letztere besteht 
aber hauptsachlich eben aus Nucleinsiuren, deren besondere Kalk- 
aviditat wir in der vorliegenden Arbeit zu beweisen in der Lage waren. 
Bei erhéhter Zelltatigkeit kann die Kernsubstanz ihren Kalk an das 
interzellulare Gewebe abgeben (Watermann, Gans). Diese Entbindung 
von Kalk beruht entweder auf einer besonderen Beeinflussung der 
Kernsubstanz selbst oder aber — entsprechend den friiheren Arbeiten 
Freudenbergs und des einen von uns (Gydrgy) einer Hemmung der 
Kalkanlagerung an die Kerneiweibkérper durch Stoffwechselprodukte. 
Wir glauben nicht fehlzugehen, wenn wir in der intrazellularen Kalk- 
verteilung eine besondere Stiitze fiir die biologische Anwendungs- 
fihigkeit unserer Modellversuche erblicken. 

Mit Hilfe der Kompensationsdialyse berechnen Rona und Taka- 
hashi*) den indiffusiblen, héchstwahrscheinlich an die Serumeiweib- 
kérper gebundenen Kalkanteil auf etwa 35 bis 40 Proz. des Gesamt- 
kalkes. Im Besitz dieser Daten waren wir in der Lage, in unserem 
Dialysiersystem: Serum gegen Nucleinsaure, die Menge des an die 
Nucleinsiure fest gebundenen Kalkes zu ermitteln, wenn wir nur von 
den Gesamtkalkzahlen den an das Serum gebundenen Kalk nach der 
Ronaschen Angabe in Abzug bringen. Es fragt sich aber, ob dieses 
Vorgehen erlaubt ist und ob nicht vielmehr der indiffusible Kalkanteil 
des Serumkalkes wie auch iiberhaupt der an EiweiBkérper gebundene 
Kalk in keinem stabilen, sondern in einem nur labilen Gleichgewicht 
steht und als solcher unter anderem von der Menge und dem Charakter 
der EiweiBkérper, der iibrigen gleichzeitig gelésten Serumbestandteile, 
wie auch von der Gesamtmenge des Kalkgehalts abhaingt. Diese 
Frage erscheint uns um so wichtiger, als nach der Angabe von 
Cruickshank bei der parathyreopriven Tetanie der Hunde der in- 
diffusible Kalkanteil im Serum bei der gleichzeitig vorhandenen 
Hypocaleimie auf ein Minimum herabgesetzt ist und weil nach 
Salvesen die bei Nephritiden oft auftretende Senkung des Gesamt- 
serumkalkspiegels auf die EiweiBverarmung des Serums und somit 
ebenfalls auf eine Erniedrigung des indiffusiblen Kalkanteils zuriick- 
zufiihren sei. 

Zur Beantwortung der Frage stellten wir Versuche mit gewOhnlicher 
Kompensationsdialyse an. Serum von Tieren sowie von gesunden 


') Diese Zeitschr. 31, 49, 1913. 
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und kranken Menschen haben wir gegen die in ihrem Kalkgehait 
wechselnde Greenwald sche Salzlésung dialysiert. Die im Anhang zu- 
sammengestellten Versuche fiihren zu dem SchluB, dab unter den 
gegebenen Bedingungen der an die Serumkérper gebundene indiffusible 
Kalkanteil in seiner GréBenordnung vom Gesamtkalkgehalt des 
Dialysiersystems abhingt: Bei hohem Kalkgehalt wird mehr, bei 
niedrigem Kalkgehalt weniger Kalk durch die EiweiBkérper fest- 
gehalten. 

technen wir die in der Literatur bekannten Dialysierversuche 
von Rona und Takahashi (1. c.), Rona, Haurowitz und Petow'), sowie 
von v. Meysenbug, Pappenheimer, Zucker und Murray*) von diesem 
Gesichtspunkt aus durch, so finden wir unsere eigenen Versuche vollauf 
bestatigt (vgl. auch Anhang). Den erwaihnten Autoren scheint diese 
Gesetzmabigkeit entgangen zu sein. Auf Grund dieser Ergebnisse |ilt 
sich die von uns aufgestellte Frage in dem Sinne beantworten, dali 
der an die EiweiBkérper gebundene Kalkanteil keine konstante Grobe 
ist, sondern zumindest vom Gesamtkalkgehalt abhingig erscheint 
Im Besitz dieser Schlubfolgerung laBt sich die Kalkverteilung im 
Dialysiersystem : Serum gegen Nucleinsaure allein mit Hilfe der Gesamt- 
kalkzahlen nicht genau feststellen, da wir nicht wissen, wieviel Kalk 
durch die Serumeiweibkérper und wieviel durch die Nucleinsaiure fest 
belegt ist. Weiterhin beleuchten diese Untersuchungen die prinzipielle 
Richtigkeit der von Rona und Michaelis inaugurierten Kompensations- 
dialyse. Steht das Serum mit einer Kalklésung so im Gleichgewicht. 
daB auch nach lingerer Dialysedauer eine Kalkverschiebung sich nicht 
nachweisen liBt, so ist wohl anzunehmen, daB in diesem Falle der 
Kalkgehalt der Dialysierfliissigkeit mit dem diffusiblen Anteil des 
Serumkalkes identisch ist, woraus wir dann auch den indiffusiblen 
Anteil leicht berechnen kénnen. Bei niedrigerem oder héherem Kalk- 
gehalt in der Dialysierfliissigkeit tritt eine Stérung in der Kalkverteilung 
infolge erhéhter Bindung oder Entbindung ein. 

Aus den noch nicht sehr zahlreichen Versuchen mit Tetanieserum 
(idiopathische Siuglingstetanie) geht klar hervor, daB die Serum. 
eiweiBkérper auch in diesem Zustande Kalk zu binden vermégen. Im 
Gegensatz zu Cruickshank entsprechen somit unsere Versuchsergebnisse 
denen von v. Meysenbug und Mac Cann*), deren Versuche sich iibrigens 
allein auf die parathyreoprive Tetanie der Hunde beziehen. Die zu- 
nichst noch nicht geniigende Anzahl unserer Versuche mit Tetanie- 
serum beabsichtigen wir durch weitere zu ergiinzen und unsere Er- 
gebnisse durch die Ultrafiltrationsmethode zn kontrollieren. 


') Diese Zeitschr. 149, 1924. 
*) Journ. of biol. Chem. 47, 1921. 
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Im vorstehenden haben wir eine ungleiche Kalkverteilung implizite 
auf eine Kalkbindung durch die Eiweibkorper zuriickgefiihrt. Wenn 
wir uns nun aber wiederum an das Beispiel der Kalkverteilung im Blute 
erinnern, so sehen wir, daB wir mit diesem einfachen Mechanismus 
fiir das in Frage stehende Problem nicht auskommen kénnen, denn 
im Blute finden wir oft 9 bis 10 mg-Proz. Serum-Ca gegen | bis 2 mg-Proz. 
Ca in den Erythrocyten. Daraus wiirde sich eine indiffusible Kalkmenge 
im Serum von 8 bis 9 mg-Proz. ergeben, was aber durch die Kompen- 
sationsdialyse nicht bestatigt werden kann. Neben der Bindung miissen 
hier noch andere Mechanismen im Spiele sein, so hauptsachlich das 
hekannte Donnansche Prinzip'). Auch fiir die anderen Beispiele der 
ungleichen Kalkverteilung, die wir bis jetzt im allgemeinen mit dem 
Sammelnamen Kalkbindung bezeichnet haben, diirfte das Donnansche 
Gleichgewicht zum Teil beriicksichtigt werden. 


Zusammenfassung. 

1. Fir das Ausmaf der Kalkbindung ist neben den bekannten 
auBeren Bedingungen (H-lonenkonzentration, Anionenwirkung, Stoff- 
wechselprodukte) auch der Charakter der kalkbindenden Eiweibkorper 
in Betracht zu ziehen. 

2. Je héher der isoelektrische Punkt im sauren Bereich liegt, 
desto gréBer ist die Kalkaviditat dieser Eiweibkérper. Sie nimmt 
in folgender absteigender Reihe ab: 

Nucleinsiure — Albumin Globulin Fibrin Hamoglobin. 
Diese Reihe diirfte durch weitere, noch nicht untersuchte EiweiBkérper 
noch ergiinzt werden kénnen. 

3. Die bekannte ungleiche intrazellulire Kalkverteilung, d. hb. der 
Kalkreichtum der Kernsubstanz, erklart sich durch die besondere 
Kalkaffinitat der den Kern bildenden EiweiBkérper. 

4. Wieweit die fiir den Verknécherungsproze8 angenommene 
hypothetische ,,Metaplasie‘ mit diesen Erscheinungen ‘in Beziehung 
steht, laBt sich zunachst mangels direkten experimentellen Materials 
nicht exakt beweisen. 

5. Die Kalkbildung ist weiterhin vom Gesamtkalkgehalt abhiangig 
Dieser Satz bleibt auch fiir das Serum giiltig, womit das Prinzip der 
Kompensationsdialyse eine weitere Stiitze erhalt. 

6. Auch bei de: idiopathischen Tetanie der Sauglinge liBt sich 
trotz Hypocalciimie durch Analyse eine Kalkbindung nachweisen. 

7. Fiir die ungleiche Kalkverteilung ist neben der Kalkaviditat 
der EiweiBkérper auch, das Donnangleichgewicht zu _beriicksichtigen. 


') Vgl. auch Rona und Gyorgy, diese Zeitschr. 56, 1913. 
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Anhang'). 
1. Versuch. 


4proz. Na-nucleinicum-Lésung gegen eine eiweiBfreie Salzlésung 
(nach Greenwald), Dauer der Dialyse 5 Stunden. 














Vor der Dialyse Nach der Dialyse Undialysabler 
Salzlésung Nucleinlésung Salzlésung Nucleinlésung Kalk 
Nr. 
\Gesamt- Ca Gesamt: Ca (Gesamt- Ca Gesamt- Ca mgs Bent 
volum. volum. volum. volum. Proz. | sy 
mgsProz. | mgsProz. mg-Proz. mgsProz. 
| 5.0 0 5.0 55 35 1,6 6.2 3.8 2,7 49 
2 50 4.7 5.0 55 35 38 64 6.0 28 dl : 
3! 5,0 65 5,0 55 34 2.8 6,6 7,6 6.3 114 : 
2. Versuch. 
4proz. Na-nucleinicum-Lésung gegen eine eiweibfreie Salzlésung 
(nach Greenwald). Dauer der Dialyse 5 Stunden. 
Vor der Dialyse Nach der Dialyse Undialysabler 
Saizlosung Nucleinlésung Salzlésung Nucleinlésung Kalk 
Nr. . 
Gesamt- Ca Gesamt: Ca Gesamt- Ca Gesamt- (a mgs Proz.d 
Gesamt- 
volum. volum. volum. volum. Proz. _alkes 
mg-Proz mg-Proz. mg-Proz. mg-Proz. 
l 5.0 —*) 8.0 54 2,1 13 10.75 40 3.6 66,6 
2 50 47 8.0 5.4 0 3.3 8.9 6.0 3.0 555 ' 
> 65.0 6,5 8,0 5,4 3,85 2.0 9.0 84 7,2 133 





) Statt der Greenwaldschen Dialysierfliissigkeit Aqua dest. 


3. bis 16. Versuch. 


Serum gegen Na-nucleinicum. 











Vor der Dialyse Nach der Dialyse Vor der Dialyse Nach der Dialyse 
sum | Nieleins _ || Nucleins serum | Nucleine) < || Nucleins 
oom F iSsung Serum lésung sor lésung Serum lésung 
Nr. |}-—_——}}— ——$—_— Ne. ————_ —_ —- ——_—_ VF 
26) slag) sigs] gigg] 3] 8 3 /e8) g/a8| giesi_¢ 
CS| giOS| gos) € OS] & OS ¢€ OS) BOS egCs| & 
3 5,0)10,0 5,078 5,4 7,0 46 10,7] 10 50106 8058 58 67 7,2 82 
4 5,0)11,6 6058/54 6.7.56 91] 11 50 59° 8046 51 46 7,8 58 
5 56,0108 7,058 52 63,68 80] 12 50 94 8046 51552 7,85 68 
6 5,010.6 8058 52586 7,15 73] 13 50 99 8046 60 59 7,15 7,8 
7 5,0) 9,5) 8,058 5,1 62 7,9 7,6] 14 5,0 94 8,05,7 4,85)5,1 7,75) 8,1 
8 50) 95) 8058 53 5.9 7,7 73]15 50 95 805,7 48 52 80 74 
9 50/106 8058 53568 7,65 86] 16 50 96 8057 55 64 7,6 83 


*) Tetanie! 


1) Die Ca-Bestimmungen erfolgten nach Kramer- Tisdall. 
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17. bis 20. Versuch. 
Kombinierte Dialyse von Serum, Na-nucleinicum und Hamoglobin 
gegen eine Salzlésung. 











Vor der Dialyse 

‘Serum Nucleinlosung Hamoglobinlésung *) Say Salzlosung 

Nr. $$$ ss 
Volumen | Ca | Volumen Ca Volumen Ca Volumen Ca 

com | _ mgsProz. | ccm | mg-Proz. ccm mg-Proz. ccm | mg-Proz. 

17 2.0 9,2 2,0 58 5,0 0,8 30,0 8.8 
i8 5,0 7,8**) 5,0 5,2 10,0 0,9 300 88 
19 50 8678**) 50 | «52 50 009 3000 | 65 
20 10,0 10,5 10,0 5,2 10,0 0,9 600 — 86 


*) Lésliches Hiamoglobin (Merck) in einer 4proz. Lésung. — **) Schweineserum (leicht 
bamolytisch). 




















Nach der Dialyse 
“Serum iS Nucleinlésung Hamoglobinlosung — ie Salzlésung ’ 
Nr. | § s|asi § glangi@slalealetl«s 
~hGtokliage tf 2124 z aes | S| ek 
ff (O% 1288] 2 Oo% | esr 2 5& 2 o& 
| (© wis ¢ 2) és ¢ 2 is = J 
| > | &|/3gi > &l/33 | > | > E 
com | Proz. | ccm | Proz. com Proz. ecm 
17 30 108 66 40 138 2451) 55 66> — 260 7 
18 6,0 7,2 | 33 63 115 158 118 | 53 | — | 250 5,0 
19 | 5,75 78 43 70 94 123 56 48 | — 258 48 
20 #1075 114 5O 112 12,1 | 121 116 565 | — 65535 65 
21. Versuch. 
Serum gegen Salzlésungen mit variiertem Ca-Gehalt. 
Vor der Dialyse Nach der Dialyse Undialysabler 
Scidtomg | Scum | Sciliomng [Seem | = Kal 
Nr. woe a <n aa ae le a F 7 
Vos ak | Vor | « £ ii Vo | 2 | Vor | o£ my. | Prot. des 
lumen OS | lumen O& | lumen| G& | lumen) OF Soe Gesamt- 
2 ue ce ~ kalkes 
ccm ccm E ccm E com | E 
1 | 80} — | 50| 92 | 685| 30 | 60 | 52) 26/ 28 
2 8,0 | 6,5 5.0 | 92 6,85 | 6,0 60 | 94 41 | 42 
3 80/88 50/92 735| 67 | 54/109 46 | 50 
22. Versuch. 
Serum gegen Salzlésungen mit variiertem Ca-Gehalt. 
1 8,0 — | 50 9.6 615 | 3,2 685 | 44 16 | 16 
2 8,0 47 50 9,6 745 49 555 80 35 | 36 
3 | 8,0 65 50 9.6 665 | 55 635 | 87 4,0 41 
4 | 80 88/50 96 60 |\70 70 /111, 51 | 52 
23. bis 24. Versuch. 
Serum von tetanischen Siuglingen gegen Salzlésungen 
mit variiertem Ca-Gehalt. 
23 | 1} 80 | 65 | 50 | 59 | 66 | 50 | 63 | 81 3,9 66 
\2 | 80 | 47 | 50 | 59 | 64 | 42 6,55 | 6.6 3,1 52 
2% | s0| — | 50 | 56 | 76/13 | 51 | 41 | 28 | 50 
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Versuche von Rona-Takahashi (diese Zeitschr. 49, 1913). 





Undialysabler Kalk auf Grund Kalkgehalt der Dialysierflussigkeit 
der Daten nach der Dialyse | vor der Dialyse 
Proz. des Gesamtkalkes CaO mg-Proz. 


1. Pferdeserum. 


hy u-e ar a cee ie a ee 42 13,3 

Weer a oe eee 37 9.1 

a ee eee ee oe 32 45 
4. Schweineserum. 

MR Wea sew eke See 41 15,7 

me Boog ae a Ae 33 8,2 

SC Bois 6 Roe ae ee ll 3.6 
6. Rinderserum. 

Cs tS ae ee eS 30 16,6 

ie ee ee eee 18 8,2 

© nw “a 16 4.0 


Auch die hier aus Raumersparnis nicht gebrachten Versuche der er- 
wihnten Autoren ergeben nach Umrechnung das gleiche Resultat. 
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Ober Kalkbindung durch tierische Gewebe. XII. 
Von 


Ottilie Budde. 
(Aus der Marburger Universitétskinderklinik. ) 


(Eingegangen am 4. Februar 1925.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Gelegentlich ihrer Versuche tiber Kalkbindung durch tierische 
Gewebe konnten Freudenberg und Gyérgy') nachweisen, dab, wenn 
gleiche Mengen EiweiBlésung und Calciumchloridlésung gegeneinander 
dialysiert werden, stets auf der Seite des EiweiBes eine Ca-Anreicherung 
erfolgt. Weiter konnten sie zeigen, daB Knorpel, der mit CaCl,-Lésung 
vorbehandelt war, imstande war, bei Verbringung in Phosphatlésung 
erhebliche Mengen Phosphat zu binden, wahrend die umgekehrte 
Reihenfolge der Versuchsanordnung — Vorbehandlung mit Phosphat 
und Nachbehandlung mit CaCl, — nur zu ganz geringem P-Gehalt 
des Knorpels fiihrte. Sie kommen an der Hand ihrer Untersuchungen 
zu folgender Vorstellung von dem Vorgang der Gewebsverkalkung: 
Es erfolgt zuerst eine Bindung von Ca an die Gewebskolloide. Diese 
Ca-EiweiBverbindung reagiert mit den Phosphaten und Carbonaten, 
und es entstehen Komplexverbindungen von Protein, Ca und Phosphat 
oder Carbonat, aus denen nachtriiglich Ca,(PO,), und Ca(HCQ,), ab- 
gespalten werden. Das Uberwiegen der Phosphate iiber die Carbonate 
im Knochen wird erklirt durch die sauren Eigenschaften der Gewebs- 
eiweiBkérper bei der herrschenden Reaktion, die aus dem Bicarbonat 
CO, frei machen. 

Auf anderem Wege haben Schwarz, Eden und Herrmann®) versucht, 
das Problem der Verkalkung zu kliren. Sie untersuchten nach Frakturen 
zu verschiedenen Zeiten den Callus und konnten feststellen, daB das 
anfangs mineralarme Bindegewebe sich nach Verlauf weniger Tage 
mit Ca anreichert, waihrend sein Phosphatgehalt noch ein niedriger 


1) Diese Zeitschr. 110, 1920; 115, 1921; 118, 1921; 121, 1921; 142, 1923; 
147, 1924. ; : 

2) Ebendaselbst 149, 1924; Eden, Klin. Wochenschr., Jahrg. 2, Nr. 39, 
1923. 
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bleibt. Erst spater erhéht sich auch dieser, und dann gewinnt der 
Callus knochenartige Harte. Bei Einlegen von Callus in Calcium- 
und Phosphatlésungen kommen sie zu denselben Ergebnissen wie 
Freudenberg und Gyérgy beim Knorpel. Sie ziehen daraus den SchluB, 
,daB der primaire ProzeB der Verknécherung in einer Anlagerung 
von Ca an organische Substanz besteht, der in sekundiarer Reaktion 
die Bindung der Phosphorsadure folgt, bis beim Erreichen des Atom- 
verhaltnisses 1 Ca: 0,6 P der Callus zum Knochen wird“. 

In der vorliegenden Arbeit sollte versucht werden, den Befund von 
Schwarz, Eden und Herrmann, daB bei Beriihrung mit calcium- und 
phosphathaltiger Fliissigkeit die Einlagerung von Ca in das Gewebe 
der von P zeitlich vorausgeht, im Modell zu reproduzieren und damit 
physikochemisch verstindlich zu machen. Gleichzeitig sollte unter- 
sucht werden, ob tatsichlich, wie Freudenberg und Gyérgy annehmen, 
die Ca- und Phosphatanreicherung im eiweiShaltigen Medium durch 
die chemische Eigenschaft des EiweiBmolekiils bedingt ist, oder ob, 
wie dies Liesegang') vertritt, nur der kolloidale Zustand des Mediums 
ihre Ursache ist. 

Zu diesem Zwecke wurde Gelatine gegen die gleiche Menge einer 
Calcium-Phosphatlésung dialysiert, deren Gehalt an Ca und P etwa 
dem des Blutes im wachsenden menschlichen Organismus entsprach. 
Die Gelform der Gelatine — sie wurde in etwa 5proz. Lésung verwandt 
und wiahrend der ganzen Dauer des Versuchs im Eisschrank gehalten, 
so daB es nie zu einer Verfliissigung kam — gestattete es, auf die 
Zwischenschaltung einer Membran zu verzichten und so die physikalisch- 
chemischen Verhiltnisse méglichst einfach zu gestalten. Es wurden 
mehrere Proben véllig gleich angesetzt, nach verschieden langer Zeit 
wurde die Dialyse unterbrochen und Fliissigkeit sowohl wie Gelatine 
auf ihren Gehalt an Ca und P untersucht. Dabei ergab sich, daB schon 
nach 6 Stunden die Gelatine mehr Ca enthielt als die Fliissigkeit. Im 
weiteren Verlauf des Versuchs stieg dann ihr Ca-Gehalt langsam noch 
weiter an, jedoch betrug die nach 48 Stunden erreichte héchste Ca- 
Konzentration nur 148 Proz. der nach 6 Stunden festgestellten. Dieser 
Wert entsprach etwa dem dreifachen des Ca-Gehalts der Fliissigkeit 
zu derselben Zeit. Es findet sich also auch in diesen Versuchen eine 
deutliche Anreicherung an Ca auf der Seite des eiweiBhaltigen Mediums, 
die sich schon nach 6 Stunden bemerkbar macht. 

Ganz anders verhielt sich das Phosphat. Nach 6 Stunden betrug 
der P-Gehalt der Gelatine etwa 1% bis 4% desjenigen der Fliissigkeit. 
Er stieg dann in regelmaBiger Folge weiter an und erreichte nach 
48 Stunden im Maximum 210 Proz. des nach 6 Stunden festgestellten 


1) Diese Zeitschr. 145, 1924; 149, 1924. 
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Wertes. Erst zu dieser Zeit lieB sich auch eine, wenn auch geringere 
P-Anreicherung der Gelatine gegeniiber der Fliissigkeit nachweisen. 
Das klarste Bild der Verhiltnisse in der Gelatine bietet der Quotient 
Ca/P, der im Verlauf des Versuchs von 5,0 auf 3,5, in einem anderen 
Falle von 5,8 auf 3,9 absank. Wiederholung der Versuche mit schwiacher 
konzentrierter, etwa 2proz. Gelatine fiihrte prinzipiell zu genau dem- 
selben Ergebnis, nur daB sich hier anfangs ein Anstieg des Quotienten 
zeigte, dem erst nach 48 Stunden ein deutlicher Abfall folgte. Dax 
findet wohl seine Erklarung darin, daB bei dem geringeren Eiweil- 
gehalt eine Ca-Bindung, fiir die ja an sich die Eisschranktemperatur 
denkbar ungiinstige Bedingungen schafft, langsamer erfolgt, ist sic 
aber einmal eingetreten, so folgt ihr auch hier die Phosphatanreicherung 
nach, die ohne sie nicht méglich ware. Eine Ausdehnung des Versuchs 
auf 72 Stunden brachte keine weitere Anderung. 

Um den Beweis zu erbringen, daB die Verschiebung in dem Ver- 
haltnis Ca/P tatsachlich durch EiweiB bedingt ist, wurde der gleiche 
Versuch mit Agar-Agar angesetzt. Dieses aus Algen hergestellte Pri- 
parat enthalt nur 0,19 Proz. 

N, ist also im Vergleich 
zur Gelatine, die einen N- 
Gehalt von 17,0 Proz. hat, 
als praktisch stickstofffrei 
anzusehen. Die Versuche yj — 
mit Agar ergaben einen 
prinzipiellen Unterschied 
gegen die mit Gelatine : das 
Verhialtnis Ca/P blieb bis 
auf kleine, unregelmaBige 2 
Schwankungen, die im Be- 
reich der Fehlergrenzen = ; 

















; = 6 T. 24 rr D 

liegen, konstant; die Zu- . es 
ine GABPens <coce 2 q 

nahme der Gallerte an Ca Galstine i ae a os 3 Enns 


und P verliuft also gleich- yp. 1, Ca/P in Gelatine bew. Agar Py 64 bis 66. 
maBig. Der Gehalt der 

AuBenfliissigkeit an beiden Stoffen betrug zwar auch hier nach 
48 Stunden etwas weniger als die Halfte des Ausgangswertes, doch 
wurde nie eine so erhebliche Herabsetzung ihres Ca-Gehalts erreicht. 
wie in den Gelatineversuchen. 

Es ist somit der Beweis erbracht, daB ein eiweiBhaltiges Medium 
aus einer es umspiilenden Lésung von Calciumphosphat tiber das 
MaB gewoéhnlicher Diffusion hinaus elektiv Calcium aufnimmt, und 
daB dieser Ca-Anreicherung erst spiter und in geringerem Grade die 
von Phosphat folgt. Dieses Verhalten ist an die Gegenwart von Stick- 
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stoff gebunden, stickstofffreie Gallerte zeigt es nicht. Damit gewinnt 
die Theorie von Freudenberg und Gyérgy, daB der EiweiBgehalt des 
Gewebes bei seiner Verkalkung eine aktive Rolle spielt, und daB es 
sich nicht, wie Liesegang annimmt, um eine reine Fallungsreaktion 
in Gegenwart von Kolloiden handelt, eine neue Stiitze. Die Fest- 
stellung von Schwarz, Eden und Herrmann, daB die Einlagerung von 
Calcium der von Phosphat zeitlich vorangeht, wird im Modellversuch 
bestatigt. 

Der Versuch, auch das Verhaiten von Gelatine gegeniiber Calcium- 
carbonat bzw. -bicarbonatlésungen zu priifen, scheiterte an der Un- 
méglichkeit, Ca” neben HCO} in auch nur annahernd physiologischer 
Konzentration in Lésung zu halten. Eine Versuchsreihe, in der Pferde- 
serum gegen Gelatine dialysiert wurde, zeigte, daB schon in den ersten 
6 Stunden ein gewisser Ca-Betrag — etwa ', des Gesamt-Ca-Gehalts 
des Serums — an die Gelatine abgegeben wurde, der sich im weiteren 
Verlauf des Versuchs nicht mehr wesentlich steigerte. Ebenso erfolgte 
in diesem ersten Versuchsabschnitt eine CO,-Anreicherung der Gelatine 
von 4 auf 11 Vol.-Proz., die nachher kaum weiter anstieg, obgleich 
der CO,-Gehalt des Serums fortlaufend abfiel, so daB nach 48 Stunden 
anstatt 43 nur noch 26 Vol.-Proz. CO, in Gelatine + Serum nach- 
weisbar waren. Es scheinen also auch hier durch den Kontakt mit 
der Gelatine nicht unerhebliche Mengen von CO, zu Verlust zu gehen, 
aihnlich, wie Freudenberg und Gyérgy das in ihren Versuchen nach- 
weisen konnten. Es ist selbstverstandlich. daB eine unmittelbare 
Ubertragung dieser Versuche auf die Verhiltnisse in vivo unstatthaft 
ist, weil hier eine praktisch konstante CO,-Spannung im verkalkenden 
System herrscht. 

Methodisches. 


Es kamen folgende Substanzen bzw. Lésungen zur Verwendung: 

1. Gelatine. Kiiufliche Gelatine in Blattern wurde im Eisschrank langere 
Zeit mit hiufig gewechseltem destillierten Wasser unter Chloroformzusatz 
gewiissert, einmal 24 Stunden in n/100 HCl gebracht und dann wieder 
gewiissert, bis das Waschwasser keine Ca-Reaktion mehr gab. Wir erhielten 
so eine P-freie Gelatine von durchsechnittlich 5 Proz. Trockensubstanz, 
einem py von 5,0 und einem Ca-Gehalt von etwa 40 mg-Proz. auf Trocken- 
substanz berechnet. Vor der Verwendung wurde die Gelatine durch Zusatz 
von einigen Kubikzentimetern n/10 NaOH auf pg 6,5 gebracht und 
eventuell mit Wasser verdiinnt. Sie ergab, auch bei einem Gehalt von nur 
2 Proz., ein bei Eisschranktemperatur noch ausreichend steifes Gel. Im 
Verlauf des Versuchs waren makroskopisch keine Veranderungen, vor 
allen Dingen keine Triibungen, zu erkennen. 

2. Agar-Agar. Agar-Agar in Faden wurde in derselben Weise behandelt 
wie die Gelatine. Nur erwies es sich als nétig, ihn zur Entfernung des 
reichlich und augenscheinlich in sehr fester Bindung enthaltenden Ca mit 
n/10 HCl zu behandeln. Nach dem Auswiissern war auch der Agar P-frei, 
enthielt 4,6 Proz. Trockensubstanz und etwas wechselnde Mengen Ca. 
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Er wurde nach Alkalisierung mit n/10 NaOH bis py 6,6 auf etwa 2 Proz. 
Trockensubstanzgehalt verdiinnt. Die erhaltene Gallerte war weiBlich 
triibe, in ihrer Konsistenz etwas steifer als die Gelatine, auch sie zeigte im 
Verlauf des Versuchs keine Verinderung. 


3. Calciumphosphatlésung. Sie wurde gewonnen, indem 10 bis 15g 
reines tertiéres Calciumphosphat mit 200 ccm n/200 HC! unter haufigem 
Durchschiitteln 3 Tage bei Zimmertemperatur gehalten wurden. Danach 
wurde abfiltriert, das klare Filtrat durch Zusatz von 3cem n/10 NaOH 
auf py 6,4 bis 6,6 gebracht, am folgenden Tage von dem leichten, beim 
Alkalisieren entstandenen Niederschlag abfiltriert und der Ca- und P-Gehalt 
der Lésung bestimmt. Er schwankte in den einzelnen Ansiitzen etwas, lag 
aber immer im Bereich der Konzentration dieser Elemente im Serum des 
wachsenden menschlichen Organistraus. AuBer den beiden zur Analyse 
gelangten Ionenarten enthielt die Lésung also nur noch Na und Cl, die auf 
das Versuchsergebnis ohne EinfluB sein diirften. 

Die Ca-Analysen wurden nach der Methode von de Waard, die P- 
Analysen nach Bell-Doisy in der Modifikation des Verfahrens nach Briggs*) 
ausgefiihrt. Gelatine und Agar wurden zu diesem Zwecke in Quarztiegeln 
trocken verascht und die Asche in 2cem n HC! gelist. Die Ca-Fallung 
in der Asche wurde in der Weise vorgenommen, wie sie Hecht*) zur Be- 
stimmung des Ca-Gehalts im Gewebe angibt. Die Phosphatanalyse lieB 
sich ohne weiteres in der sauren Aschelésung ausfiihren, nachdem Ver- 
suche, in denen Phosphatlésungen sowohl direkt als auch nach Veraschung 
und Lésung in n HC] untersucht worden waren, zu vollig gleichen Resultaten 
gefiihrt hatten. Die CO,-Bestimmung geschah nach Barcroft-Haldane; bei 
einer Temperatur von 35° war das auch bei der Gelatine leicht durchfiihrbar. 
Stets kam der Mittelwert zweier befriedigend tibereinstimmenden Analysen 
zur Berechnung. pg wurde kolorimetrisch nach Michaelis gemessen; da 
es uns nur auf ungefahre Feststellung der Reaktionslage ankam, schien 
dies auch in den verfliissigten Gallerten erlaubt. Zur Bestimmung der 
Trockensubstanz wurden gewogene Mengen bis zur Gewichtskonstanz bei 
90° getrocknet. 

Die Versuche verliefen nun folgendermaBen: Gelatine bzw. Agar 
wurden durch Erwirmen verfliissigt, in diinner Schicht in Standgliser 
ausgegossen und gewogen. Nach dem Erstarren wurde jeweils die gleiche 
Menge Calciumphosphatlésung aufgefiillt und die Proben im Eisschrank 
der Diffusion iiberlassen. Nach Ablauf der angegebenen Zeit wurde die 
Fliissigkeit abgegossen, die Gallerte zur Entfernung von Resten der Lésung 
dreimal mit eisgekiihltem Wasser abgespiilt und dann, um eine véollig 
gleichmaBige Verteilung der eingelagerten Mineralbestandteile zu erreichen, 
durch Erwarmen verfliissigt. Wahrend das bei der Gelatine durch verhaltnis- 
maBig geringe Temperaturen in kiirzester Zeit erreicht war, bedurfte der Agar 
eines etwas langeren Aufenthalts im kochenden Wasserbad. Das brachte 
einen schwankenden, geringen Wasserverlust mit sich, so da8 hier die 
nachher festgestellte Trockensubstanz nicht mehr ganz der am Ende des 
Versuchs entsprach, man also auf etwaige Quellung des Agars keine Schliisse 
ziehen kann. Dieser Ubelstand lieB sich jedoch nicht umgehen, wenn wir 
uns nicht der Gefahr aussetzen wollten, beim Abwagen der Proben fiir die 
einzelnen Analysen Stellen mit verschiedenem Mineralgehalt zu treffen. 


1) Journ. of biol. Chem. 58, 1922. 
2) Diese Zeitschr. 148, 1923. 








258 O. Budde: 


Es werden deshalb bei den Versuchen mit Agar in den Tabellen nur die auf 
Trockensubstanz umgerechneten Werte angegeben, sowie der Quotient 
Ca/P, der ja durch einen Fliissigkeitsverlust nicht beeinfluBt wird. Nach dem 
Erkalten kamen gewogene Proben der Gallerten zur Analyse. 

In den Versuchsprotokollen fallt auf, daB meist nicht ganz der volle 
Ca-Gehalt der beiden Ausgangslisungen wieder zum Nachweis kommt. 
Wir glauben das so erkliren zu kénnen, daB besonders bei den linger aus- 
gedehnten Versuchen eine Neigung zum Ausfallen von Ca in der Lésung 
besteht und so geringe Ca-Mengen bei direkter Fiallung sich dem Nachweis 
entziehen. In der Gelatine wird durch das Veraschen und Lésen in Siiure 
ja sicher das gesamte vorhandene Ca erfaBt, und auf sie kommt es fiir die 
Deutung unserer Versuche doch letzten Endes allein an. 


Versuchsprotokolle. 


Versuch 1. 


Calciumphosphatlésung py 6,4, Gelatine py 6.5. 





Ca mg-Proz. P mg-Proz. ~~ 

Zeit der | Trockens |}-——]7 —_ ; f ncaa ; me 
: au au in der 
Dislyes || substens Lésung | Gelatine | Trocken-| Lésung | Gelatine Trocken- Gelatine 

Pros. substanz || substanz 

Vorher 5366 1245 205 381 415 — _ — 
6 Stdn. . 4,947 6,0 6,78 137,1 3,2 1,168 23,61 5,836 
12, . 4835 436 769 1591 29 1362 2817 5,626 

% . . 4798 346 7,96 1658 265 1837 3829 433 
48 . . 4,694 24 7,83 166.9 2,7 1,987 42.34 3.943 

Versuch 2. 


Caleiumphosphatlisung py 6,4, Gelatine py 6,5. 





Ca mg-Proz. P mg-Proz. 


Zeit der | Trocken- ~~ ‘em vane ° par s aut . oe 
Dialyse | substanz La a | Lésung Gelatine, Trockens Lésung Gelatine Trocken- Gelatine 
-Osung || | substanz substanz 


Proz. 
Vorher 5,366 64 1245 205 381 415 — _ we 
Gstdén.. 4927 65 618 6.72 1365 295 1,341 27,28 5,004 
12, . 4874 64 472 835 1714 284 1434 2946 5,818 
2% |. | 4520 64 290 848 1876 265 1956 4368 4,935 
48 . . 4,384 63 263 885 2019 2.0 2513 57,33 3,522 


Versuch 3. 


Calciumphosphatlésung pg 6,5, Gelatine py 6,6. 


Vorher | 1,904 | 65 | 9 |0399; 171 4 );—| — — 
6Stdn., 1877 | 66 6 | 243 1297 325) 0,902 48,09 2,697 
2. .| 19% | 66 | 5 «| 378 2086 31 | 0982! 5411 3.837 
24; | 188 66 | 42 433 287.6 205 1,186 | 65,07 | 2652 
48 i753 | 6s || 3a a2 | 2409 | 25. | 1608 | 9160 | 2400 


” 
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Versuch 4. 


Gewebe. 


X11. 


Calciumphosphatlésung py 6,4, Gelatine py 6,5. 
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Ca mg-Proz. 


P mg-Proz. 














Zeit der Trockens PH es yo 

de au au in der 

Dielyse | substenz all Lésung Gelatine Trocken- Losung Gelatine Trocken: Gelatine 

— substanz substanz 
Vorher  =2,129 64 8.8 1,28 6055 44 — — — 
24Stdn.. 1,786 63 40 443 248.1 2.625 1348 7543 3,289 
48 . 1,678 6,3 3,2 3,97 236.7 2.06 1813 1080 2,192 
72 1,69 63 2.8 3.88 229.6 2,1 189 1119 2.052 
Versuch 3d. 
Calctumphosphatlésung py 6,65, Agar-Agar pg 6,7. 
Ca mg-Proz. P mgsProz 
Zeit der Trocken- Pu A ; A , CaP 
" : d Agar au Agar au 
Dialyse substanz Lé ~ , Lésung Trocken» Lésung  Trocken- im Agar 
eo, ne substanz substanz 
Vorher . 1,552 6.65 11.64 208 7,75 a= -- 

6 Stdn. 2.10 6,65 7.6 351.2 4,15 101.6 3,458 
ey “a 2.041 6.7 64 413.5 3,55 99.5 4,158 
24 1,86 6,65 5.6 443.4 3,25 108.6 4,085 
48 1,935 6.7 50 509.9 2.55 132.7 3.834 

Versuch 6. 
Calciumphosphatlésung py 6,5, Agar-Agar 6,6. 
Vorher . 1.975 6.5 Hy 95.9 55 -- = 

6 Stdn. 2.319 67 48 202.8 28 51,2 3.963 
12 1,908 6.7 4.2 371 2,75 1113 3,333 
24 1,889 6,7 40 4118 25 108.6 3.791 
48 . 2.085 6.6 3,7 375, 1 2,15 104 3,606 

Versuch 7. 
Calciumphosphatlésung Py 6.3, Agar-Agar py 6,6. 
Vorher . 1419 63 8 79,3 4,1 _ — 
24 Stdn. 1,64 64 3,2 2425 2.33 9.9 2.45 
48 1581 645 4.0 244.7 2.6 89.5 2,734 
72 1,59 64 3.4 262.1 24 106.0 2473 


Versuch 8. 
Altes, abgelagertes Pferdeserum, Gelatine py 7,4. 








Trocken- Ca mgsProz. CO, Vol.-Proz. 
Zeit der Dialyse substanz - 
P Serum Gelatine Serum Gelatine 
Toz. 

Vorher 5,26 118 14 39.4 4.0 

6 Stdn. . 5,57 8.0 2.76 27.4 11,0 
= 5,56 8.0 2.6 18.5 12.4 
24 5,67 7.6 2.6 17.5 11.4 
48 . 5.59 7 24 10.6 14 
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Zusammenfassung. 

1. Aus Calciumphosphatlésungen tiber Gelatinegel nimmt dieses 
in den ersten Stunden viel Ca und wenig P auf, spiter wird weniger Ca 
und mehr P als vorher aufgenommen. Hierdurch sinkt der Quotient 
Ca/P in der Gelatine ab. 

2. In praktisch eiweiBfreiem Agargel erfolgt unter analogen 
Verhaltnissen eine gleichmaBige Aufnahme von Ca und P, Ca/P 
schwankt nur ganz unbedeutend. 

3. Da der Unterschied der beiden Fille im Eiweibgehalt liegt, 
wird gefolgert, daB entsprechend der Verkalkungstheorie von Freuden- 
berg und Gyérgy zuerst Ca an Eiweib, dann Phosphat komplex ge- 
bunden wird. 


4. Die Befunde von Schwarz, Eden und Hermann an Fraktur- 
callus, die in vivo ein ganz analoges Ergebnis hatten, stellen einen 
weiteren Beweis fiir die Richtigkeit dieser Theorie, dar. 


























Zur Kenntnis 
des ,Oxyproteinsiure* genannten Harnbestandteils. 


Von 
Ernst Freund und Anna Sittenberger- Kraft. 


‘ 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Krankenanstalt ,,Rudolf-Stiftung‘ 
Wien.) 


(Eingegangen am 5. Februar 1925.) 


In einer ,,Uber die Stickstoffverteilung in der Oxyproteinsdurefraktion 
des Harnes** betitelten Arbeit gibt Iudwig Brings!) zwar zu, ,,ein anderer 
Teil des Stickstoffs (der Oxyproteinséure) befindet sich allerdings in einer 
derartigen Bindung, da8 er durch Barythydrolyse oder aber durch Saure- 
hydrolyse gelockert und als Ammoniak abgespalten werden kann‘, kommt 
aber zu dem SchluBsatze: ,,Es hat sich die Irrigkeit der Behauptung er- 
uzeben, derzufolge die Oxyproteinsiuren nicht den EiweiBkérpern, vielmehr 
dem Harnstoff nahestehen sollen.* 

Als Autoren der beanstandeten Behauptung?®) miissen wir gegen die 
Berechtigung dieser Beanstandung Einspruch erheben; es handelt sich 
dabei nicht um einen Widerspruch in den Resultaten von Analysen, sondern 
nur um ein Ubersehen eines der wichtigsten Punkte unserer Arbeit seitens 
Herrn Brings. 

Dieser wichtigste Punkt unserer Arbeit betraf den Umstand, daB, von 
der Arbeit Gottliebs und Bondzynski angefangen, alle Bestimmungen der 
Oxyproteinsiure den kardinalen Fehler begangen haben, die Kolloide des 
Harns nicht zu entfernen, sondern dem Baryt- bzw. dem Quecksilberacetat- 
niederschlag beigemengt zu belassen. 

Erst wir haben bei der Darstellung vor allem durch Fallung mit 
Kupfersulfat und Natronlauge die kolloiden N-haltigen Bestandteile 
entfernt und dann erst den Quecksilberacetat- bzw. den Barytniederschlag 
abgeschieden. 

Wir haben in den SchluBsiitzen darauf hingewiesen: ,,Es lat dies 
auch begreiflich erscheinen, daB bei den Modifikationen der Methodik so 
verschiedene Formen der Oxyproteinsiure gefunden worden sind, die sich 
vor allem durch verschiedenen S-Gehalt unterscheiden. 

Bei der nunmehrigen Methodik ist aber die Ausfillung der Kolloide 
vollkommen durchgefiihrt, und die Substanz, die resultiert, zeigt noch 
immer die charakteristischen Eigenschaften der Oxyproteinsiuren gegen- 


1) Diese Zeitschr. 154, 35, 1924. 
2) Ebendaselbst 186, 195, 1923. 
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iiber Baryt und Quecksilbersalzen, ist daher als der wichtigste Bestandteil 
der als ,,Oxyproteinsiure™ urspriinglich bezeichneten Substanzen anzau- 
sehen.“ 

Die von Brings zu seinen Gunsten zitierte Arbeit von S. Edelbacher*) 
sagt in den SchluBsatzen: ,,Daraus folgt von selbst, daB eine quantitative 
Bestimmung von ,Proteinséiuren‘, wie sie von einer Reihe von Autoren 
beschrieben wird, nur ein Konvolut verschiedenartigster Substanzen be- 
stimmt.** 

Edelbacher stimmt also unserer Ansicht zu. 

Auch in einer Arbeit von H. Liebermann*) aus dem Leipziger chemischen 
Institut findet sich unter den SchluBsatzen: ,,Die ,Alloxyproteinsaure‘, 
die Atherschwefelsiure enthialt, ist keine einheitliche Substanz.* 

Es wird nach diesen Zitaten nicht wundernehmen, da8 bei der usuellen 
Darstellung Herr Brings auch Aminoséiuren unter den Zerfallsprodukten 
der Oxyproteinsauren findet. 

Es liegt demnach kein AnlaB vor, unsere Beobachtung als Irrigkeit 
zu erkliren, sondern vielmehr die Notwendigkeit, entsprechend unserem 
Vorgehen bei der Oxyproteinsiéuredarstellung, wenigstens die Kolloide zu 
entfernen. 


1) S. Edelbacher, Zeitschr. f. physiol. Chem. 127, 186. 
2) H. Liebermann, ebendaselbst 52. 129. 
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Experimentelle Beitrige 
zur Frage der hypertonischen Hyperglykimie. 


Von 
G. Fritz und B. Paul. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der k. ung. Pazmaény- Péter- Universitat 
Budapest. ) 


(Eingegangen am 7. Februar 1925.) 


Seit dem Neubauerschen Befunde aus dem Jahre 1910(1), wonach 
in einer groBen Anzahl von Fallen sogenannter Hochdrucknephritis der 
Blutzuckerspiegel erhéht ist, und der Neubauerschen Annahme, daB diese 
Erhéhung von einer verringerten Zuckerdurchlassigkeit der erkrankten 
Nieren herriihrt, hat sich eine ganze Anzahl von Autoren mit der Klarung 
obigen Problems von der klinischen Seite her beschiaftigt, indem sie das 
Blutserum von Nephritikern untersucht haben. 

Der Neubauerschen Annahme widersprechen ernstlich Roses (2) An- 
gaben, der an Tieren, denen beide Nieren exstirpiert wurden, keinerlei 
Verinderung im Blutzucker konstatieren konnte; desgleichen auch Fleck- 
seders (3) Versuchsergebnisse, der in Fallen experimentell erzeugter Uran-, 
Chrom- und Sublimatnephritis zwar eine Hyperglykaimie auftreten sah, 
die aber auch nach erfolgter Nierenexstirpation weiter bestehen blieb. 

Es 148t sich also die eine Nephritis begleitende Hyperglykamie nicht 
durch die Nierenlision erklaren, und ist auch eine weitere Annahme von 
Neubauer, wonach die Erkrankung der Nieren sich auf die Nebennieren 
ausbreiten und auf diese Weise erst die Hyperglykamie ausgelést wiirde, 
von der Hand zu weisen. 

Dieser zweiten Annahme Neubauers haben sich Tanhauser und 
Pfitzner (4), N. Hirsch (5), Hitzenberg und Richter-Quittner (6), Hetényi(7) usw. 
angeschlossen, die die Hyperglykiimie einer infolge der Hypertonie ein- 
setzenden Hyperadrenalinimie zuschreiben; desgleichen auch Schur und 
Wiesel (8), die mit dem Blutserum von Kranken mit chronischer Nephritis 
am isolierten Froschauge eine starkere Ehrmannsche Reakticn erhielten, 
als mit Normalserum, und dies gesteigertem Adrenalingehalt des Nephri- 
tikerserums zuschreiben. 

Die Richtigkeit obiger Annahme, die langere Zeit hindurch befiir- 
wortet wurde, fand ihre Widerlegung durch Hiilses (9) iiberzeugende Ver- 
suche, der venéses und arterielles Blut von Hypertonikern an Loewen- 
Trendelenburgschen Froschpraparaten priifte, ohne aber einen Anhalts- 
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punkt dafiir zu finden, daB in diesem Blute mehr vasokonstriktorisch 
wirksame Stoffe vorhanden waren, als im Blute von Gesunden. Es konnte 
sich also etwa in Schur und Wiesels Versuchen darum handeln, daB im 
Blute des Nephritikers wihrend dessen Gerinnung mehr den Sympathicus 
reizende Stoffe entstehen und in das Serum gelangen, als im normalen 
Blute; nun kann auch die Auffassung, wonach die Hyperglykiimie die Folge 
einer Hyperadrenalinimie wiire, nicht zu Recht bestehen. 

Hiilse (10) fand in Fortsetzung seiner Versuche, da8 durch das Serum 
von Hypertonikern (mit Ausnahme der Fille von essentieller Hypertonie) 
die Adrenalinempfindlichkeit erhéht wird. Brachte er nimlich seinen 
Versuchstieren vor der Adrenalininjektion normales Serum bei, so fiel die 
Adrenalinwirkung normal aus; verwendete er hingegen Serum von 
Nephritikern mit Hypertonie, so war die Adrenalinwirkung eine bedeutend 
stirkere. Auf diesen Befunden fuBt die Auffassung von Hiilse und Kraus(11), 
wonach im Blute von Nephritikern mit Hypertonie zwar nicht mehr 
Adrenalin kreist als im Blute von Gesunden, ersteres jedoch groBmolekulare 
EiweiBspaltprodukte enthalt, durch die das GefiBsystem gegen Adrenalin 
sensibilisiert wird. Durch diese Sensibilisierung wird es bewirkt, daB das 
GefiBsystem des Nephritikers durch normale Mengen von Adrenalin 
stiirker gereizt wird, als das der Gesunden, daher es zu einer Hypertonie 
kommen muB. Auf dieser Grundlage sieht Hetényi (12) nicht nur die Frage 
der Hypertonie, sondern auch die an Hypertonikern beobachtete Hyper- 
giykaimie geklirt. 

In vorliegender Arbeit haben wir es uns zur Aufgabe gemacht, 
den Zusammenhang zwischen Hypertonie und Hyperglykamie zu 
kliren; jedoch nicht an Nephritikern mit Hypertonie, sondern in 
experimentell erzeugten Fallen von ,,mechanisch-physikalischer oder 
pharmakologischer“ Hypertonie. Unsere Versuche wurden abwechselnd 
an Kaninchen und an Katzen ausgefiihrt, um eventuelle Verschieden- 
heiten im Verhalten verschiedener Tierarten nachweisen zu kénnen. 
Die Versuchstiere wurden einmal mit Urethan, ein anderes Mal mit 
Billrothmischung (Chloroform, Alkohol, Ather) narkotisiert, um die 
an verschiedenartig narkotisierten Tieren erhaltenen Resultate ver- 
gleichen zu kénnen; doch sei hier gleich erwahnt, daB sich in unseren 
Ergebnissen diesbeziiglich keine Unterschiede ergaben. Der Blutdruck 
wurde nach der allgemein tiblichen Methodik mittels einer in die Carotis 
eingebundenen Kaniile auf einem Kymographion registriert. Die 
intravenésen Injektionen erfolgten durch eine in die Vena jugularis 
eingebundene Kaniile. Die zur Bestimmung des Blutzuckers nétigen 
Blutproben wurden entweder der Carotis der anderen Seite, oder aber 
einer Arteria femoralis entnommen; unsere nachfolgend angefiihrten 
Daten beziehen sich also stets auf arterielles Blut. Die Blutproben 
wurden mit der Bangschen Methode mittels der Ernst und Weiss- 
schen (13) Pipetten abgemessen und stets drei Parallelbestimmungen 
ausgefiihrt; ihre Ergebnisse wurden nur in dem Falle zu einem 
Mittelwert vereinigt verwendet, wenn sie nicht mehr als um 0,01 Proz. 


voneinander verschieden waren. 
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Versuche mit Strychnin. 

Um zu verhiiten, daB eine Hyperglykamie, die wir von der experi- 
mentell erzeugten Hypertonie erwartet haben, etwa bereits infolge 
der durch das Strychnin bewirkten Muskelkrimpfe erzeugt werde, 
haben wir den Tieren, ehe sie das Strychnin erhielten, pro 1 kg Kérper- 
gewicht je 2ccm Curaril (Byk) intravenés eingespritzt und konnten 
auf diese Weise erreichen, daB die Wirkung des Strychnins ausschlieBlich 
in einer Erhéhung des Blutdrucks bestand. Dieser Erhéhung ging 
allerdings eine Herabsetzung des Blutdrucks infolge der Curareinjektion 
voran ; daher wir mit den eigentlichen Versuchen erst beginnen konnten, 
nachdem jene anfangliche Blutdrucksenkung voriibergegangen war. 

In den Fillen, in denen sich infolge der Curarelahmung die Not- 
wendigkeit der kiinstlichen Atmung ergab, haben wir diese durch 
eine in die Trachea eingebundene Kaniile mittels der H. H. Meyerschen 
Pumpe besorgt, dabei aber Sorge getragen, daB Atemfrequenz und 
-volumen genau der Norm entsprechen. ‘Trotzdem haben wir mit 
Riicksicht auf den seit den Untersuchungen von Duzar und Fritz (14) 
bekannten EinfluB der Hyperventilationen bzw. Hypoventilationen 
auf den intermediiren Stoffwechsel und auf die Empfindlichkeit der 
Vasokonstriktoren in einzelnen Fillen auch die Wasserstoffionen- 
konzentration im Blute nach der Hollé-Weissschen (15) Methode fest- 
gestellt ; konnten aber weder am spontan atmenden, noch am kiinstlich 
ventilierten Tiere irgendwelche Verainderung im py nachweisen. 

Versuch 1. Kaninchen, Gewicht 1700g.  Urethannarkose; Curare 
intravenés; Blutzucker 0,135 Proz., wahrscheinlich infolge der Curare- 
einspritzung erhéht (Bang) (16). Nach der intravenésen Einspritzung von 
1 mg Strychnin steigt der Blutdruck miichtig an, fallt dann langsam ab, 
um nunmehr auf einem standigen Niveau zu verharren; nach 5 Minuten 
betraigt der Blutzuckergehalt 0,18 Proz., ist also um 33 Proz. gesteigert 
(Tabelle T). 

Nachdem wir uns auf diese Weise vergewissert haben, daB die durch 
Strychnin bewirkte Blutdrucksteigerung eine Erhéhung des Blutzucker- 
spiegels zur Folge hat, haben wir, um eine Hyperadrenalinimie als Ursache 
der Hyperglykiimie auszuschlieBen, in zwei nachfolgenden Versuchen beide 
Nebennieren abgebunden und entfernt; dabei aber Sorge getragen, dab 
von dem sehr zerreiBlichen Nebennierengewebe nichts zuriickbleibe. Nach 
einigen anfinglichen MiBerfolgen und nach entsprechender Verbesserung 
unserer Operationstechnik war uns spiiter die restlose Entfernung der 
Nebennieren stets gelungen. Auch sorgten wir dafiir, daB die Operation 
ohne Blutverlust vor sich gehe. Da es von T'rendelenburgs (17) Versuchen her 
bekannt ist, daB nicht nur die Laparotomie, sondern auch die Reizung der 
Haut allein schon von einer gesteigerten Adrenalinproduktion gefolgt 
sein kann, haben wir unsere Versuche stets erst 30 Minuten nach SchlieBung 
der Bauchhéhle ausgefiihrt und konnten wohl mit Recht annehmen, da 
wiihrend dieser Zeit das vor der Nebennierenexstirpation geschilderte 
und im Blute kreisende Adrenalin ginzlich zersetzt ward. Angesichts 
des bedeutenden Abfalls des Blutdrucks, der infolge der doppelseitigen 
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Nebennierenexstirpation eintritt, sind wir bei der Bewertung der vom 
Strychnin erwarteten Blutdrucksteigerung vom Blutdruck ausgegangen, 
der vor der Nebennierenexstirpation bestanden hatte, nicht aber von 
dem verringerten Blutdruck, der im Anschlu8 an die Operation zu kon- 
statieren war. 

Versuch 2. Kaninchen, Gewicht 2100 g. Urethannarkose ; Laparotomie ; 
Nebennierenexstirpation; Curare intravenés; Blutzucker 0,132 Proz.; 
lmg Strychnin intravenés; bedeutende Blutdrucksteigerung; Blutzucker 
betriigt nach 5 Minuten 0,19 Proz., ist also um 43 Proz. angestiegen 
(Tabelle I). 

Versuch 3. Katze, Gewicht 3450g. Narkose mit Billrothgemisch; 
Laparotomie, Nebennierenexstirpation; Curare intravenés;  kiinstliche 
Atmung; Blutzucker 0,114 Proz.; 2mg_ Strychnin intravenés; starke 
Blutdreucksteigerung; Blutzucker nach 5 Minuten 0,157 Proz., also um 
36 Proz. angestiegen. Nach ‘stiindiger Ruhepause wurde der Versuch 
wiederholt; Blutzucker zuniachst 0,104 Proz.; 1 mg Strychnin; starke 
Blutdrucksteigerung; Blutzucker nach 5 Minuten 0,14 Proz., also um 
34 Proz. angestiegen (Tabelle I). 








Tabelle I. 
Strychninversuche. 

Normaler Nach Strychnin | _ 3 

- es 

. | “*- 

Nr. Tierart Neben- 33 $2 £3 38 3 § Narkose Bemerkungen 
nieren zs = 3 zs | BB 32 
a sl 
'mm Hg Proz. com Hig | Proz. | =) 


1 | Kaninchen belassen | 96 0,135 174 0,18 33  Urethan 
2 | M exstirpiert || 101 0,132 187 019 43 ° 
3 /(107 0,114 195 0,157 36 Billroth- 
34 | gemisch  Dasselbe Tier 


Katee - || 107 0,104 179 0,14 i 
| 1/2 Stunde spater 


Aus obigen Daten geht klar hervor, daB die durch Strychnin bewirkte 
Blutdrucksteigerung sowohl an gesunden Tieren, wie auch an solchen, 
denen die Nebennieren entfernt wurden, stets zu einer Erhéhung des Blut- 
zuckerspiegels fiihrt; daher die mit der Hypertonie einhergehende Hyper- 
glykamie nicht direkt durch eine Hyperadrenalinamie verursacht sein kann. 

In den nun zu beschreibenden Versuchen haben wir einige andere 
blutdrucksteigernde Mittel verwendet. 


Versuche mit Bariumchlorid. 

Versuch 4. Kaninchen, Gewicht 1850g. Urethannarkose; normaler 
Blutzucker 0,09 Proz.; 5g BaCl, in 5ecem physiologischer NaCl-Lésung 
intravenés eingespritzt, worauf der Blutdruck sehr stark ansteigt und der 
Blutzuckergehalt na¢éh 5 Minuten 0,16 Proz. betriigt, also um 77 Proz. 
angestiegen ist (Tabelle IT). 

Versuch 6. Kaninchen. Urethannarkose; Laparotomie; Exstirpation 
beider Nebennieren; Blutzuckergehalt anfangs 0,117 Proz.; 5g BaCl, in 
5ecem physiologischer NaCl-Lésung intravenés eingespritzt, worauf eine 
starke Steigerung des Blutdrucks erfolgt und nach 5 Minuten der Blut- 
zuckergehalt auf 0,141 Proz., also um 20 Proz. angestiegen ist (Tabelle IT). 
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Versuch 6. Katze, Gewicht 3100g.  Narkose mit Billrothgemisch; 
Exstirpation der Nebennieren; Blutzuckergehalt 0,12 Proz.; 7g BaCl, 
in 5eem_ physiologischer NaCl-Lésung intravends eingespritzt; starke 
Steigerung des Blutdrucks; Bluitzuckergehalt 5 Minuten spater 0,19 Proz.. 
also um 41 Proz. erhéht. 


Tabelle Il. 








Versuche mit Bariumchlorid. 
Normaler Nach BaCl, 

Nebe . Blutzucker 
Nr Tierart pasrnig Bluts Blut: Blut. Blute — erbéht um Narkose 

nieren druck zucker  druck zucker } 

mmHg Proz mmHg _  Proz. Proz. | 
4 | Kaninchen — erhalten 97 0,09 186 0,16 77 Urethan 

5 . exstirpiert 95 O17 162 0,14 20 a 

oH) Katze m 104 0,12 193 O17 41 Billroth 


gemisch 


Aus den Daten der Tabelle LI ist klar zu ersehen, daB die durch BaC!, 
erzeugte Blutdrucksteigerung genau so wie die durch Strychnin erzeugte 
mit einer Hyperglykamie einhergeht, und zwar auch an jenen Tieren, 
deren Nebennieren entfernt wurden; also eine Hyperadrenalinimie als 
auslisendes Moment fiir die Hyperglykamie nicht in Betracht kommt. 
Daher kann auch die durch Hiilse angenommene Uberempfindlichkeit , 
der durch gewisse EiweiBspaltprodukte dem Adrenalin gegeniiber sensi- 
bilisierten Vasokonstriktoren ebenfalls nicht zu Recht bestehen. Die Méglich- 
keit, daB durch sonstige Gewebe chromaffinen Charakters Adrenalin auch 
nach erfolgter Nebennierenexstirpation ausgeschiittet wird, ist allerdings 
nicht von vornherein von der Hand zu weisen; konnte aber von Trendelen- 
burg(18) nicht bestatigt werden. Auch ist Trendelenburg der Meinung, daB die 
Menge des auf diese Weise allenfalls erzeugten Adrenalins eine so geringe ist. 
daB sie praktisch nicht in Betracht kommt. Die Annahme aber, da in 
unseren Versuchen noch das Adrenalin im Blute zirkuliert hatte, das durch 
die Nebennieren vor ihrer Exstirpation erzeugt wurde, ist um so weniger 
herechtigt, da ja eine bestimmte Menge Adrenalin, das in die Blutbahn 
gelangt, daselbst. wie bekannt, binnen 1 Stunde oxydiert wird, an unseren 
Tieren aber, von der Exstirpation der Nebennieren an bis zum Beginn der 
Versuche gerechnet, tatsichlich gegen 1 Stunde vergangen ist. 








Versuche mit Strophantin. 


Versuch 7. Katze, Gewicht 3600g. Narkose mit Bi!lrothmischung; 
Nebennierenexstirpation ; Blutzucker 0,13 Proz.; nach intravenéser Injektion 
von 0,5 mg Strophantin starke Blutdrucksteigerung. auf deren Hohe der 
Blutzuckergehalt 0,16 Proz. betrigt, also um 23 Proz. angestiegen ist: 
8 Minuten nach der Injektion plétzlicher Abfal!l des Blutdrucks, Exitus 
(Tabelle IIT). 

Versuch 8. Katze, Gewicht 3300 g. Urethannarkose; Blutzucker 
0,127 Proz.; 0,5 mg Strophantin in 10 cem physiologischer NaCl-Lésung 
intravenés injiziert; Blutdrucksteigerung; Blutzucker nach 5 Minuten 
0,144 Proz., also um 13 Proz. angestiegen (Tabelle IIT). 
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Tabelle III. 


Strophantinversuche. 





Normaler Nach Strophantin 

Siti —_ . " || Blutzucker 

Nr. Tierart : Blut- Blut- Blut. Blut- | erhéht um Narkose 
nieren druck zucker druck  zucker 
mm Hg Proz. ('mmHg_ Proz. |  Proz. 

6 Katze exstirpiert 108 0.13 162 | 0,161 - 23 Billroth- 
mischung 
7 | 100 | 0127) 17 0.144 13 Urethan 


Wie aus den Daten der Tabelle IIT ersichtlich, geht auch die durch 
Strophantin bewirkte Blutdrucksteigerung mit einer Hyperglykamie einher, 
obzwar der Mechanismus der Blutdrucksteigerung hier ein ganz anderer ist, 
als beim Strychnin oder beim BaCl,: in beiden letzteren Fallen handelt es 
sich um eine GefaBverengerung; beim Strophantin aber um eine Erhéhung 
des Schlagvolumens (Pick) (19). Aus den Ergebnissen der vorangehend 
beschriebenen Versuche | bis 7 laBt sich also mit Recht schlieBen, daB jede 
durch Pharmaka hervorgerufene Hypertonie von einer Hyperglyki&mie 
gefolgt wird, auf welchem Mechanismus immer jene Hypertonie beruhe. 


Versuche mit Kompression der Aorta. 

Zur Ergainzung unserer oben erérterten Befunde schien es uns von 
Interesse, nachzuweisen, ob die Blutdrucksteigerung infolge der Kompression 
der Aorta, die nach Neubauer von einer Albuminurie und Glucosurie be- 
gleitet wird, wohl ebenfalls zu einer Hyperglykamie fihrt ? 

Versuch 9a. Kaninchen. Urethannarkose; Laparotomie; Nebennieren 
exstirpation; Blutzucker 0,142 Proz.; die Aorta wird einige Minuten hin- 
durch unmittelbar unter dem Zwerchfell mit den Fingern komprimiert, 
die durch die auf eine kleine Strecke geéffnete Bauchwand in die Bauchhdhle 
eingefiihrt wurden; der Blutdruck steigt bedeutend an; der Blutzucker 
hetragt 0,164 Proz., ist also um 15 Proz. angestiegen (Tabelle IV). 

Versuch 9b. Nach einer Ruhepause von 30 Minuten wird dasselbe Tier 
curaresiert; der Blutzuckergehalt betragt jetzt 0,135 Proz.; nach intra- 
venéser Injektion von 1 mg Strychnin stellt sich eine starke Steigerung 
des Blutdrucks ein und der Blutzuckergehalt betriigt nach 5 Minuten 
0,174 Proz., ist also um 27 Proz. angestiegen (Tabelle IV). 


Tabelle IV. 


Versuche mit Kompression der Aorta. 





Nach Kom: 
Normaler pression d. Aorta 
A Blutzucker 
N T sree (Py poo boh Nark 
Nr. ierart ‘to Blute | Blut. Blut: Blut. ethoht um Narkose 
druck zucker druck | zucker 
mm Hg | Proz. mm Hg Proz. Proz. 


9a |i, a 96 0,142 152. 0,164 15 oe 
9b | Kaninchen exatipiert {) 82 0,137 171 0.174 97 | Urethan 


10a Ket { 102 0128 166 0,133 4 | __Billroth- 
10b || a - U 96 |0117) 197 | 0,150) 35 |; sechues ond 














a es one ein 
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Versuch 10a. Katze. Narkose mit Billrothmischung begonnen und mit 
Urethan fortgesetzt; Laparotomie; Nebennierenexstirpation; Blutzucker 
0,128 Proz.; infolge der Kompression der Aorta Steigerung des Blutdrucks ; 
Blutzuckergehalt 0,133 Proz., also um 4 Proz. angestiegen (Tabelle IV). 

Versuch 10b. Nach einer Ruhepause von 30 Minuten wird dasselbe 
Tier curaresiert und die kiinstliche Atmung eingeleitet ; Blutzucker 0,117Proz. ; 
nach intravenéser Injektion von 2 mg Stryehnin tritt eine groBe Steigerung 
des Blutdrucks ein und der Blutzucker betrigt nach 5 Minuten 0,159 Proz., 
ist alse um 35 Proz. angestiegen (Tabelle IV). 

Aus Versuchen 9 und 10 ist einerseits zu ersehen, daB auch die durch 
Kompression der Aorta bewirkte Steigerung des Blutdrucks und einer 
Erhéhung des Blutzuckerspiegels einhergeht, andererseits aber, daB diese 
Erhéhung blo8 etwa 4 bis 15 Proz. betriagt, also weit geringer ist, als bei 
Anwendung verschiedener Pharmaka, mit denen wir eine Erhéhung des 
Blutzuckerspiegels um 27 bis 77 Proz. erhalten haben. Besonders klar 
geht dieser Unterschied in dem Grade der Hyperglykimie (bei nicht 
wesentlich verschiedener Blutdrucksteigerung) aus unseren Versuchen 9 
und 10 hervor, in denen wir die Steigerung des Blutdrucks an demselben 
Tiere erst durch Kompression der Aorta, hinterher aber durch Injektion 
von Strychnin bewirkt hatten. 

Die weit geringere Hyperglykamie nach Kompression der Aorta labBt 
sich etwa wie folgt begriinden: Der Blutdruck wird infolge der Kompression 
der Aorta bloB in den oberhalb des Zwerchfells gelegenen Kérperteilen 
gesteigert; in den darunter gelegenen wird er im Gegenteil herabgesetzt, 
was zu einer schlechten Blutversorgung der Leber mit ihren groBen Kohle- 
hydratvorraten, also gleichsam zu ihrer Ausschaltung aus dem Blutkreislauf 
fiihren muB. Da es auf diese Weise in der Leber zu keiner Hypertonie, 
daher auch zu keiner erhéhten Zuckerabgabe kommt, zudem auch das 
Leberblut bloB in geringen Mengen und nur unter Hindernissen in das 
hypertonisierte, oberhalb des Zwerchfells gelegene Gebiet zu gelangen 
vermag, ist es klar, daB dieses den Zucker bloB von seiten der Muskulatur 
erhalten konnte. Diese unsere Annahme wird durch die Tatsache gestiitzt, 
daB, sobald die Leber nach Aufhéren der Kompression der Aorta wieder 
in den Blutkreislauf eingeschaltet war. der Blutzucker héhere Werte aufweist. 


Aus unseren voranstehend beschriebenen Versuchen lassen sich 
folgende Schliisse ziehen: 

1. Jede Hypertonic, sei sie durch Pharmaka (auf dem Wege der 
Vasokonstriktion oder durch VergréBerung des Schlagvolumens) oder 
aber auf mechanischem Wege (durch Kompression der Aorta) entstanden, 
fiithrt zu einer Hyperglykdmie. 

2. Diese Hyperglykdmie ist nicht einer durch die Hypertonie be- 
wirkten Hyperadrenalindmie zuzuschreiben. 

3. Die Hyperglykdmie riihrt auch nicht von einer erhdhten Adrenalin- 
empfindlichkeit der sensibilisierten Vasokonstriktoren her, da eine Er- 
héhung des Blutzuckerspiegels auch nach Exstirpation der Nebennieren 


18* 
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und auch wenn die Hypertonie durch Kompression der Aorta zustande 
kommt eintritt. 

4. Die Hyperglykdmie wird durch die Hypertonie an sich, als durch 
ein physikalisches Moment, verursacht 
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Uber den Blutchemismus bei parenteraler Anregung der Tatigkeit 
der Verdauungsdriisen, besonders des Magens. 


Von 
Kantaro Onohara (Osaka). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingeqangen am 7. Februar 1925. ) 
geqa ne 


Mit | Abbildung im Text. 


In einer friiheren Arbeit (1) habe ich durch Versuche am Hunde 
gezeigt, daB in den ersten 3 Stunden nach einer die Magensekretion 
kraftig anregenden Fiitterung mit Fleisch oder Kohlehydrat folgende 
Verainderungen am Blutchemismus festzustellen sind: 1. der Wasser- 
gehalt des Blutes zeigt unter gewissen Schwankungen eine ausge- 
sprochene Tendenz zur Zunahme, 2. der Chlorgehalt des Blutes weist 
das gleiche Verhalten auf. Daraus wurde geschlossen, dab infolge der 
digestiven Reizung vorziiglich der Magenschleimhaut und der sich 
an sie anschlieBenden Sekretionsprozesse in iiberkompensatorischer 
Weise ein starker Wasserstrom mit einem Transport von Kochsalz 
aus den Geweben in das Blut stattfindet, und daB wahrscheinlich 
dabei auch Kochsalz aus den sogenannten trockenen Depots entleert 
wird. 

Angesichts dieser Erfahrungen driangte sich die Frage auf, durch 
welchen Mechanismus das Gewebswasser und das Kochsalz bei der 
Tatigkeit der Verdauungsdriisen aus den Geweben abgerufen wird 

Ware lediglich die Tatsache der Sekretion der Verdauungsdriisen 
geniigend zur Erklirung dieser Phinomene, Gann diirfte es keinet 
Unterschied machen, ob die Sekretion durch eine Nahrungsingestion 
vornehmlich reflektorisch ausgelést wird, ob iiberhaupt durch An- 
fiillung des Magen-Darmkanals mit Ingesta eine Reizung der sensiblen 
Schleimhautnerven gesetzt wird, ober ob bei leerer Magen- und Darm- 
héhle ohne reflektorisch-nervése Reizung und iiberhaupt ohne Reizung 
der sensiblen Schleimhautnerven, abgesehen von der durch die dariiber- 
rinnenden Verdauungssafte bedingten, die Sekretine durch eine direkte 
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chemische Reizung der sekretorischen Zentren oder der Nerven- 
endigungen oder der Zwischensubstanzen oder der Driisenzellen selbst 
die Sekretion hervorgerufen wird. Wenn aber bei dieser verschieden- 
artigen Versuchsanordnung ein unterschiedliches Verhalten im Blut- 
chemismus auftrat, wenn bei der zuletzt genannten Versuchsanordnung 
die oben beschriebenen Reaktionen am Blutchemismus ausblieben, 
dann war es wahrscheinlich, daB die bei enteraler Nahrungszufuhr 
beobachtete iiberkompensatorische Wasser- und Kochsalzaussehwem- 
mung ihren Grund in der starken sensiblen Reizung der Magen-Darm- 
schleimhaut durch die Ingesta haben muBte. 

Die parenterale Anregung der Sekretion nahm ich durch subkutane 
Sekretininjektion [Brennesselsekretin, Dobreff (2)] oder durch subkutane 
Pilocarpininjektionen oder durch intravenése oder subkutane Acetyl- 
cholininjektionen vor. Zweimal gab ich auch den niichternen Hunden 
eine subkutane Atropininjektion und beobachtete danach den Blut- 
chemismus. 

Die Versuchsanordnung war derart, dab die Hunde dauernd bei un- 
gefihr der gleichen Fiitterung gehalten wurden. Vor jedem Versuch blieben 
sie 16 Stunden niichtern. Danach wurde vor der Injektion der betreffenden 
Pharmaka eine Blutanalyse gemacht, und diese wurde nach der Injektion 
der Pharmaka in halbstiindlichen Intervallen wiederholt, und zwar wahrend 
der ersten 3 Stunden nach der Injektion. 

Das Kochsalz wurde nach der Bangschen Methode bestimmt. Die 
‘Trockensubstanz, um méglichst genaue Resultate zu bekommen, nach der 
Makromethode in etwa L100 mg Blut, indem ich das Blut in ein mit einem 
Trockenglaschen vorher gewogenes FlieBpapierstiick aufnahm. Dann wurde 
das Glaschen mit seinem Inhalt sofort und wieder nach der Trocknung bis 
zum konstanten Gewicht gewogen. 

Nach einer kraftigen Pilocarpindosis stieg die Trockensubstanz 
rapide und steil an und hielt sich wahrend der folgenden 3 Stunden 
auf iibernormaler Héhe, wenn auch allmahlich ein Abfall von dem 
urspriinglich erreichten Gipfelpunkt eintrat. Der Kochsalzgehalt des 
Blutes sank zuerst etwas und blieb dann auf diesem Werte stehen 
oder stieg wieder etwas an, um im giinstigsten Falle den Ausgangswert 
vor der Pilocarpininjektion wieder zu erreichen. Das gilt ebensowohl 
fiir die Berechnung auf das frische Blut, wie auf die Bluttrocken- 
substanz. Es erklart sich also die Kochsalzabnahme ungezwungen 
aus der Verarmung des Blutes an Blutwasser, in dem ja das Kochsalz 
vorziiglich gelést ist. 

Nach der Acetylcholininjektion trat ebenfalls eine Zunahme der 
Trockensubstanz auf, aber sie war bedeutend geringer als nach der 
Pilocarpininjektion. Man mu dabei an die stairkeren Wasserverluste 
bei der Pilocarpinwirkung schon allein durch die gewaltige Salivation 
und die lingere Dauer der Wirkung denken. Der Kochsalzgehalt des 
Blutes bei Berechnung auf das frische Blut sank entweder eine Spur 
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oder nahm eine Spur zu, blieb bei der Berechnung auf die Trocken- 
substanz aber fast unverandert; nur in den Perioden starker Erhéhung 
der Trockensubstanz war er leicht gesenkt. 

Nach der Injektion von Brennesselsekretin, das in den gewahlten 
Dosen eine fudroyante Magensekretion macht, trat eine Vermehrung 
in der Trockensubstanz auf, die einmal sofort einsetzte und spaterhin 
mit gewissen Schwankungen noch blieb, einmal aber erst nach einer 
voriibergehenden Senkung zur Beobachtung kam. Die Vermehrunig 
der Trockensubstanz war nach der Brennesselsekretininjektion zwar 
nicht so groB wie nach der Pilocarpininjektion, aber gréBer als nach 
der Acetylicholininjektion. Auch Dobref/ (3) hat diese Steigerung der 
Bluttrockensubstanz nach der Brennesselsekretininjektion gesehen. 
Der Kochsalzgehalt des Blutes 
zeigte sowohl bei der Berech- 26,0 71 
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nung auf das frische Blut, 
wie bei der Berechnung auf 
die Trockensubstanz keine 
nennenswerten Anderungen. 
Nur in den Zeiten, da die 
Trockensubstanz besonders 
stark erhéht war, war der 
Kochsalzgehalt leicht gesenkt. 


Pilocarpin 






¢ Brennesse! 
sekretin 


% Trockensubstanz 


- Acetylcholin 


Mégen auch die Aus- 











- . . . Atropir 
schlage bei den Versuchen mit —* 
den verschiedenen Pharmaka 18,0 — = —— 

; 0’ 30 60° 90° 120° 150° 180’ 
verschieden groB sein, so Zeit in Min. nach der Injektion 
, der Pharmaka 
ist doch allen folgendes ge- toni 


meinsam : 

1. der Wassergehalt des Blutes nimmt, wenn auch unter gewissen 
Schwankungen, im allgemeinen ab; 

2. der Kochsalzyehalt des Blutes dndert sich im allgemeinen in dem 
Sinne mit dem Wassergehalt, daB das wasserdrmere Blut auch 
kochsalzirmer ist; eine Steigerung des Kochsalzgehalts des Blutes, 
auf die Trockensubstanz berechnet, iiber den Normaliwert kommt 


so gut wie nie vor. 


Daraus geht hervor, daB bei der parenteralen Anregung der Driisen- 
sekretion das Blut Wasser und die in dem Wasser entsprechende Koch. 
salzmenge verliert. Ein gewisser Ersatz dieses kochsalzhaltigen Wassers 
aus dem Gewebe findet statt, denn die starken Eindickungen des Blutes 
sind voriibergehend ; aber es kommt nie zu einer abnormen Verdiinnung 
des Blutes und zu einer tibernormalen Kochsalzvermehrung des ver- 
diinnten Blutes, wie wir es bei dem Versuch mit enteraler Anregung 
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der Driisensekretion gesehen haben. Der tiberkompensatorische Wasser- 
und Kochsalzstrom aus den Geweben bleibt aus. 

Man kénnte nun daran denken. daB hier eine hemmende Gewebs- 
wirkung der injizierten Pharmaka vorliege. Die angewandten Sub- 
stanzen haben wohl eine blutgefaBerweiternde Wirkung; der Blutdruck 
sinkt; das Herz steht unter der Wirkung der parasympathischen Vagus- 
reizung. Das alles wird der Aufnahme des Wassers und Kochsalzes 
aus dem Gewebe kaum hinderlich sein. ebensowenig der Wasserspeising 
des Gewebes vom Blute aus, weil niedriger Blutdruck eher zur Odem- 
bildung fiihrt. Bei der enteralen Reizung der Driisen, also wahrend 
der Verdauung, steigt der Blutdruck, die Kreislaufverhaltnisse sind 
also eher die umgekehrten. Die Frage mul darum folgendermaben 
formuliert werden : 

Ist der tiberkompensatorische ErguB von Wasser und Kochsalz 
aus den Geweben bei der enteralen Reizung der Driisen die Folge 
der bei der Verdauung sich einstellenden Anderungen im Kreislauf 
oder ist sie eine Folge einer Reflexwirkung von der Schleimhaut des 
Magen-Darmkanals auf die Gewebe selbst / 

Und fiir das Ausbleiben dieser iiberkompensatorischen Reaktion 
bei parentaler Anregung der Sekretionen durch die parasympathico- 
tropen Pharmaka und das Brennesselsekretin wiirde die Frage so 
zu formulieren sein: 

Handelt es sich um das Ausbleiben von Reflexwirkungen von 
der Schleimhaut des Magen-Darmtraktus aus auf das Gewebe oder 
um direkte inhibitorische Wirkungen dieser Pharmaka auf das Gewebe 
selbst oder endlich um das Fehlen von den bei enteraler Driisenreizung 
normalerweise eintretenden und hier davon abweichenden Kreislaufs- 
veranderungen als atiologische Momente / 

Eine Beantwortung dieser Frage mu weiteren Untersuchungen 
iiberlassen werden. 

Es ist endlich hier noch zu bemerken. daB nach starken Atropin- 
dosen auch beim niichternen Tiere die Bluttrockensubstanz leicht 
abnimmt, der Kochsalzgehalt dementsprechend leicht in die Hohe 
geht. Atropin unterdriickt ja alle Sekretionen. 
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Versuchsprotokolle 1. 
: «| Sale| eee | ate 
Nr Minuten substanz Sitadions + eae Bemerkungen 
Proz. Blut substanz 
1' 21. X. Hund Nr. 5 0 19.1 O.48F 2.53 
etwa lO kg 30 22,2 0473 2.13 
Brennesselsekretin 60 20.4 0472 231 
2.5cem Subkutan- ow) 20,7 OAT7T 2,30 
injektion 120 218 0.486 2,22 
150 217 0,482 2,22 
180 21,7 0.489 2.25 
2 21. X. Hund Nr. 4 0 184 0.480 2.60 Magensatt 
etwa Il kg 30 18.4 0.480 2.60 32.0 com 
Brennesselsekretin 60 18.0 0471 2.60 43.0 
2.5¢cem Subkutan 90 184 0478 2.59 40.0 
mjektion 120 19,0 O44 2.44 270 
150 18.2 0478 2.62 7.0 
180 18,0 0472 260 3.0 
3. 13. X. Hund Nr. 5 0 21,7 0,467 2,15 SpeicheltluB 
1,0proz.Pilocarpin- 30 25,8 0,429 1,66 tg 
lésung 1.0cem 60 24.8 0,449 181 : 
Subkutaninjektion 9 25,2 0456 181 
120 23,2 0.441 1,90 
150 23.3 0.450 1.93 
180 23.0 0.457 1.98 
4 19.X1IL. Hund Nr.7 0 19.8 0,499 2.52 Erbrechen 
etwa 11,8kg 30 23,3 0.459 1,97 —— 
1,0 proz. Pilocarpin- 60 23,7 0,460 14 . 
losung 1,0 cem 90 24.6 0462 1.87 
Subkutaninjektion 120 24.1 0,461 191 
150 23,5 OA74 2.01 
180 23.4 0472 201 
5 15. X. Hund Nr. 5 0 21.8 0.482 2.2) Schock nach 
0,1 proz. Atropin- 30 23.8 0.441 1.85 der Injektion 
sulfat 60 21.6 0.462 2.13 
10ecem Subkutan- ww 21.5 0462 214 
injektion 120 214 0447 2.08 
150 213 O455 2.138 
180 21,2 0.460 2.16 
6 19. X. Hund Nr. 4 0 19.9 0.489 245 
0,1 proz. Atropin- 30 19.4 0491 2.53 
sulfat 60 19.8 0.494 2.49 
0,8 cem Subkutan- © 19,1 0.495 2.59 
injektion 120 198 0493 2438 
10 1s. 0.494 261 
180 19.1 0.493 2.58 
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Versuchsprotokolle 2. 








12. XII. Hund Nr. 7 
11,800 kg 
1,0 proz. Acetylcholin- 
lésung 0,35 cem 
Intravenése Injektion 
(pro kg 0,3 mg) 


16. XII. Hund Nr. 7 
1,0 proz. Acetylcholin- 
lésung 0,7 cem 
Intranucleir-Injektion 


Minuten 


60 
9 
120 
150 
180 


0 
30 
60 
90 

120 

150 

180 


Trocken- 
substanz 


Proz. 


19.6 
20,2 
20,1 
20,8 


NaCl 
Proz. 
frisches 
Blut 


0.502 
0.470 
0.462 
0,509 
0,500 
0,501 
0,494 


0.483 
0.503 
0.505 
0,509 
0497 
0.498 
O55 


NaCl 
pro 100 
lrocken- 
substanz 


2,56 
2,32 
2,29 
2.44 
2,35 
2,50 


2.45 


2.37 
247 
2.43 
2.42 
2.41 
2.36 
2.46 





























Uber die Senkungsgeschwindigkeit der Erythrocyten 
mit Riicksicht auf die Hofmeistersche lonenreihe. 


Von 
D. v. Klobusitzky. 


(Aus dem physiologischen Institut der k. ungar. Pazmany - Universitat in 
Budapest. ) 


(Eingegangen am 7, Februar 1925.) 


Die Frage der Senkungsgeschwindigkeit der roten Blutkérperchen 
hat in neuester Zeit viele Autoren beschaftigt. Einige, so z. B. Khris- 
mann"), Gydrgy*), Raue*), Radsma*), Rumstrém®) usw. untersuchten 
den Einflu8B der Elektrolyte wie auch der Anelektrolyte auf die 
Senkungsgeschwindigkeit der Erythrocyten. Die ausfiihrlichen Re- 
sultate dieser Untersuchungen gehéren nicht in den Bereich dieser 
Abhandlung, aber so viel méchte ich doch erwaihnen, daB nach den 
Angaben der einzelnen Autoren in der Reihenfolge der Ionen wesentliche 
Unterschiede vorkommen. So stellt Ehrismann das Sulfat in die Mitte, 
Rumstrém an das Ende, Raue an den Anfang seiner Reihe. Hingegen 
stimmt die von Radsma angegebene Ionenreihe mit der Hofmeisterschen 
vollstandig tiberein. Das Chlorid steht nur bei Radsma am Anfang 
der Reihe, bei allen anderen oben genannten Autoren steht es zwischen 
den letzten Gliedern. Ahnliches kann man iiber die einzelnen Kationen 
sagen. Allein Gydérgy ausgenommen — der gar keine Einfliisse der Salze 
und Anelektrolyte auf die Senkungsgeschwindigkeit der roten Blut- 
kérperchen finden konnte —, wurde von allen tibrigen Autoren be- 
hauptet, daB die Elektrolyte, besonders die zu der Hofmeisterschen 
Reihe gehérenden Kationen und Anionen, die Senkungsgeschwindigkeit 
der Erythrocyten in verschiedenem Mabe beeinflussen. Im Laufe 


') G. Ehrismann, diese Zeitschr. 141, 531, 1923. 

2) Gyérgy, ebendaselbst 95, 71, 1921. 

3) F. Raue, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 98, 150, 1922. 
*) W. Radsma, diese Zeitschr. 89, 211, 1918. 

5) J. Rumstrém, ebendaselbst 128, 1, 1921. 
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anderer Untersuchungen habe ich mit Csapé die Erfahrung gemacht '), 
daB die Salze der Hojfmeisterschen Reihe die Gerinnung des Blutes 
hemmen, und wahrend dieser Versuche bin ich auf die verschiedene 
Senkungsgeschwindigkeit der Erythrocyten in den verschiedenen Salz- 
lésungen aufmerksam geworden. 

Die bekannteste Methode, um die Senkungsgeschwindigkeit der 
Erythrocyten zu studieren, ist das Linzenmeiersche Verfahren; doch 
habe ich diese meine Untersuchungen statt mit diesem Verfahren mit 
einer von mir bei den Blutgerinnungsstudien gebrauchten, viel ein- 
facheren Methode durchgefiihrt. Ich habe namlich bei den ersten 
Untersuchungen beobachtet, daB die Wirkung der einzelnen Salze 
so verschieden ist, daB selbst mit meinem weniger genauen Verfahren 
brauchbare Resultate erzielbar sind. AubBerdem hatte fiir mich die 
absolute Zeit der Senkung keine Bedeutung, ich wollte namlich nur 
die relativen Zeitintervalle innerhalb der einzelnen Serien beobachten. 


Methodisches. 


An den Eprouvetten mit gleichem Durchmesser (18 mm) wurde der 
Rauminhalt von 10cem durch eine Marke bezeichnet und nach sorg- 
faltigem Austrocknen der Réhrehen wurden dieselben mit der entsprechenden 
Menge des bis Milligramm genau gewogenen, wasserfreien Salzes beschickt. 
Die Salze wurden in 2ccm Wasser gelést und dann die Eprouvetten mit 
Blut durch eine paraffinierte Kaniile aus der Carotis des Hundes bis zur 
Marke gefiillt. Das Blut wurde mit den Salzlésungen mit Hilfe eines Glas- 
stabes vorsichtig — um die Schaumbildung méglichst zu vermeiden — 
durchgemischt. Die so bereitete Serie habe ich bei Zimmertemperatur 
(18 bis 20° C) langere Zeit stehengelassen und zeitweise die Héhe des Plasmas 
in den einzelnen Réhrehen mit einem mit Nonius versehenen Tastzirkel 
gemessen. 

Der Einflu®B der Anionen (SOJ, Cl’, NO% Br’, J’, SCN’) wurde mit 
Natrium- und Ammoniumsalzen, der der Kationen (K’, Na’, Ca”, N Hy) 
mit Jodiden und Chloriden untersucht. Die Konzentrationen der Salze 
wurden auf Grund der Resultate unserer oben angefiihrten friiheren Unter- 
suchungen so ausgewihlt, daB die Gerinnung des Bluites im allgemeinen 
48 Stunden lang sicher verhindert blieb. Selbstverstandlich war die Salz- 
konzentration bei allen Ghedern der einzetnen Serien dieselbe, und zwar 
bei den Anionserien der Ammoniumsalze 0,3, 0,6, der Natriumsalze 0,6, 0,8; 
bei den Kationserien der Jodide 0,25, der Chloride 0,6 n. 

Obzwar das von verschiedenen Hunden stammende Blut eine seh 
verschiedene Senkungsgeschwindigkeit zeigte, wiesen die in 16 Fiillen dureh- 
gefiihrten Untersuchungen darauf hin, da8 die obigen Elektrolyte die 
Senkungsgeschwindigkeit der Erythrocyten im Sinne der Hofmeisterschen 
Reihe beeinflussen. Die gréBte Senkungsgeschwindigkeit hatten also unter 
den Anionen die Sulfate, unter den Kationen das Calcium bewirkt, die tibrigen 
Glieder folgen in der bekannten (Cl! > NO3 > Br’ > J'> SCN’: 
Na’ > K'’>NH,) Reihe. 


') J. Csapé und D. v. Klobusitzky, diese Zeitschr., erscheint nichstens. 
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Zwecks Raumersparnis will ich nicht die Tabellen aller Unter. 
suchungen mitteilen, sondern nur je eine von den Kation- und Anion- 








serien. 
Tabelle 1. 
Plasmahéhe war nach 

Nr. Salziésung Konzentration 6 Stdn. 20 Stdn W Stdn. 

mm mm mm 
l Of ere 0.6 n 11 20 22.5 
at. SOs ee eee ee 0.6n 7 16 215 
2) ae ee O06n 6 12.8 14 
SS) 8: aa 06n 45 12 13 

Tabelle I1. 
Plasmahéhe war nach 

Nr. Salzlosung Konzentration — 5, » Stdn 12 Stdn. 24 Stdn 

mm mm mm 
l Na,5 or ea OS n 28 33 33 
ee es a ek a ae he O08 n 8.8 12.4 2) 
3 NaNO, re 08 n 7,2 11,6 145 
4 i ache ie OS n 6.9 10.8 1] 
a) Aree 08 n 59 10 —*) 

z : n.6! 4 Stdn. 

Fe a Frnt O8n 42 —*) —*) 


*) Das Blut war schon hamolysiert. 


Von der Anionenreihe der Ammoniumsalze konnte ich nur das 
Sulfat, Chlorid, Nitrat und Bromid verwenden, da die iibrigen schon 
innerhalb 6 Stunden eine Hamolyse verursachten. 

Zur Bestimmung, ob die Salze die Senkung der Blutkérperchen 
fordern oder hemmen, habe ich neben den Salzserien immer auch 
noch im Oxalatblut die Senkung beobachtet (0,05 Natriumoxalat 
in 2cem Wasser gelést). Die Senkung der roten Blutkérperchen im 
Oxalat- und Salzblut vergleichend, fand ich, dab die Senkungsgeschwin- 
digkeit der Erythrocyten im Oxalatblut der am nachsten steht, welche 
in O.8n NaJ enthaltendem Blute zu finden war. 

Im weiteren habe ich untersucht den EinfluB auch der Konzen- 
tration der einzelnen Salzlésungen auf die Senkung. Aus der Tabelle LI 
ist ersichtlich, daB kleinere Konzentrationen die Senkungsgeschwindig- 
keit auffallender férdern als gréBere Konzentrationen. 


Tabelle 111. 





S , Plasmahéhbe war nach 
, Salze Konzen- pesifieches 
Nr. Gewicht, 


lésung __ tration » Std. 1Std.  2%/yStdn. 41/,Stdn.|6'/,Stdn. 16 Std 


bei 19°C 
mm mm mm mm mm mm 
1 NaSO, 03 1,0225 5 il 17 28.5 —*) —*) 
2 NaSO, O06 1,0399 0 2.6 3,7 4.9 6.6 12.3 


*) Das Blut ist schon geronnen. 
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Die hypertonischen Salzlésungen beeinflussen also die Senkungs- 
geschwindigkeit der Erythrocyten einesteils nach der Hofmeisterschen 
Reihe, anderenteils im entgegengesetzten Verhaltnis zu ihrer Kon- 
zentration. 

Die Erklarung der Hofmeisterschen lonenreihe ist nach den neuesten 
physikalischen Forschungen nicht nur als der EinfluB auf die Kolloide, 
sondern auch als auf das Wasser als Lésungsmittel zu suchen. LHétvés') 
hat schon gezeigt, daB die Formel des Wassers nicht einfach H,O 
ist, sondern es miissen verschiedene allotrope Modifikationen existieren, 
deren Formeln Polymere von H,O sind. Die seitdem durchgefiihrten 
Versuche und Beobachtungen haben diese EHétvéssche Hypothese 
bestatigt. Namlich nach Bruni und Amadori*) ist wahrscheinlich 
die Formel des Eises (H,O),, des fliissigen Wassers (H,O), oder (H, O)g, 
des Wasserdampfes H,O. Weiter wissen wir, daB die Elektrolyte die 
innere Reibung, die Oberflachenspannung und die Grenzflachen- 
spannung des Wassers nach der Hofmeisterschen Reihe*) beeinflussen. 
Eétvés, Ramsay, Schields, Dutoit, Friedrich u.a.*) haben in ihren 
Untersuchungen festgestellt, daB die Oberflichenspannung, also die 
Molekularoberflachenenergie, abhangig ist von den jeweilig gegen- 
wartigen allotropen Modifikationen des Wassers; so ist es also sehr 
wahrscheinlich, daB die Hofmeistersche Ionenreihe auch den Ubergang 
der einzelnen allotropen Modifikationen ineinander beeinfluBt. Die 
Hofmeisterschen Salze verindern also nicht, oder wenigstens nicht 
ausschlieBlich die Kolloide, sondern auch das Lésungsmittel selbst. 
Jedoch kann man den entgegengesetzten EinfluB dieser Salze auf die Blut- 
gerinnung und auf die Senkungsgeschwindigkeit der Erythrocyten nicht 
auBer acht lassen. Namlich das die Gerinnung am starksten hemmende 
Ion (SCN) verzégert die Senkung der roten Blutkérperchen. Héber 
und die Hébersche Schule) haben bewiesen, dab die Senkungsgeschwin- 
digkeit durch die Vermehrung des Fibrinogens oder des Globulins 
geférdert wird. Aus diesem kénnte man schlieBen, daB die Rhodanide, 
welche das Fibrinogen am besten stabilisiergn, auch am leichtesten 
die Senkung hervorrufen. Meine Untersuchungen beweisen aber das 
Gegenteil. Der Unterschied des spezifischen Gewichts bei den ein- 
zelnen Salzen ist nicht so groB, daB es als befriedigende Erklarung 


') R. v. Bétvés, Ann. d. Phys. u. Chem, 27, 448, 1886. 

2) Bruni und Amadori, zitiert nach K. A. Hofmann, Lehrb. d. anorg. 
Chem., 4. Aufl., 57. Braunschweig 1922. 

8) R. Héber, Phys. Chemie der Zelle und der Gewebe, 5. Aufl., 8. 271. 
Leipzig 1922. 

*) O. D. Chwolson, Lehrb. der Physik 1, 609. Braunschweig 1902. 

5) Siehe zusammenfassend: Linzenmeier, Miinch. med. Wochenschr. 70, 
1243, 1923. 
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bestchen kénnte. Und es gibt Salze, die trotz eines gréBeren spezifischen 
Gewichts eine schnellere Senkung verursachen als andere mit kleinerem 
spezifischen Gewicht [z. B. das spezifische Gewicht der 0,3 n Na,SO,- 
Lésung ist (bei 19°C) 1,0225, das der 0.3n NaCl-Lésung 1,0154)}. 
Daraus ist ersichtlich, daB die verschiedene Wirkung der einzelnen 
Salze weder die spezifischen Gewichtsunterschiede, noch die Annahme 
von Kolloidwirkungen befriedigend erkliren, es scheint, daB nur die 
endgiiltige und genaue Kenntnis der Ionenwirkung auf das Wasser 
zur Lésung dieser Frage fiihren wird. 

Die andere Frage, weshalb die Salzlésungen mit geringerer Kon- 
zentration die Senkungsgeschwindigkeit der Erythrocyten mehr 
férdern, ist bloB durch die spezifischen Gewichtsunterschiede auch 
nicht zu erkliren. Dagegen sprechen auch die in der Tabelle III mit- 
geteilten, mit 0.3n und 0,6n Na,SO,-Lésungen erreichten Resultate. 
Vergleichen wir die nach 4!., Stunden abgelesenen Plasmahéhen, so 
ergibt sich, daB die Wirkung der 0,3n SO/-Lésung zur 0,6n Lésung 
sich so verhalt wie 5,81 : 1, dagegen die spezifischen Gewichte derselben 
Sulfatlésungen verhalten sich so wie 0,98: 1. Hier miissen wir wahr- 
scheinlich mit elektrolytischen Erscheinungen rechnen, denn bei An- 
elektrolyten kommt dieser Unterschied in viel geringerem Mabe zum 
Vorschein, was meine folgenden Untersuchungen mit Rohrzucker- 
lésungen bestitigen. (Mit Milch- und Traubenzuckerlésungen hatte 
ich ahnliche Resultate erreicht.) Bei diesen Anelektrolytserien wurde 
die Gerinnung des Blutes mit 0,05 g Natriumoxalat verhindert. 


Tabelle 1V. 





Konzen- Spezifisches Plasmahohe war nach 


Nr. tration Gewicht ly Std. 1 Std. -2%/y Stdm. | 4%/p Stdn. 16 Stdn. 
bei 20°C : 7 
Proz mm mm mm mm mm 
2.5 1.0098 7.6 12.5 25.4 30,2 32 
2 5 1,0212 7 11,2 17,5 22.4 25.5 


‘ 

Diese Unterschiede erklaren sich durch die spezifischen Gewichts- 
unterschiede und die gréBere Hypertonie der konzentrierten Lésungen. 
Aus den Untersuchungen von Fahraeus') wissen wir ja, daB die geldrollen- 
férmige Vereinigung der Blutkérperchen infolge der Verkleinerung der 
Reibungsfliche die Senkung erleichtert: diese Méglichkeit ist bei 
schwacher hypertonischen Lésungen eher vorhanden als bei starkeren. 
Ich wiederhole aber, daB diese Unterschiede bei den Elektrolyten zur 
Erklarung ungeniigend sind. Es scheint, daB hier eine Elektrolyt- 
wirkung die Hauptrolle spielt, welche wir uns vielleicht so vorstellen 


1) Fahraeus, The Suspension-Stability of the Blood. Stockholm 1921. 
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konnen, daB das Metall des Salzes mit den Plasmaeiweibkérpern in 
Verbindung tritt und so nur der Saurerest frei bleibt. Dadurch kommt 
es zur Vermehrung der negativen Ladung, welche eine stabilisierende 
Wirkung ausiibt auf die ebenfalls mit negativer Ladung versehenen 
Erythrocyten. 

Zusammenfassung. 

Ich habe den EinfluB hypertonischer Salz- und Zuckerlésungen 
auf die Senkungsgeschwindigkeit der Erythrocyten untersucht und 
konnte dabei feststellen : 

1. Die Lonen beeinflussen die Senkung der roten Blutkérperchen 
nach der Hofmeisterschen Reihe. 

2. Dieser EinfluB ist mit der Konzentration der Lésungen um- 
gekehrt proportional. Dasselbe fand ich auch bei den Zuckerlésungen, 
doch kommt bei diesen der Konzentrationsunterschied weniger zur 


Geltung. 




















Uber die Methodik der quantitativen Bestimmung 
des Fibrinogens. LII. 


Von 


W. Starlinger und K. Hartl. 
(Aus der I]. medizinischen Universitatklinik in Wien.) 


(Eingegangen am 9. Februar 1925.) 


In zwei vorausgehenden Mitteilungen!) konnten hinsichtlich der 
refraktometrischen, gravimetrischen und kjeldahlometrischen Methodik 


der MaBanalyse des Fibrinogens (Fg) — dieses als die Gesamtheit 
der EiweiBkérper betrachtet, welche bei Spontangerinnung nativen 
Blutplasmas zur Abscheidung gelangen — folgende, fiir die grund- 


satzliche Fragestellung ausschlaggebende Befunde erhoben und Folge- 
rungen begriindet werden: 


I, Die refraktometrische Methodik. 


Methodisch-technische Grundlage. Unter der Voraussetzung des Be- 
stehens einer einheitlichen und konstanten spezifischen Refraktion des Fg 
von gleicher Gré8e wie die fiir SerumeiweiB angenommene (4np = 0,001 72) 
betragt der Ablesefehler + 0,05 Skalenteile des Pulfrichschen Eintauch- 
refraktometers, bei der Doppelablesung im Rahmen des Differenzverfahrens 
(Refraktion des Fg = Refraktion des Plasmas — Refraktion des Serums) 
somit + 0,1 Skalenteile, bei Umrechnung auf Grammprozent Eiwei8, ent- 
sprechend obiger Voraussetzung, daher rund + 0,02 g-Proz. Die experi- 
mentelle Priifung dieser theoretischen Fehlerméglichkeit ergibt, daB der 
tatsiichliche Fehler dicsem Wert im allgemeinen entspricht. Die methodisch- 
technische Grundlage ist somit als hinreichend brauchbar zu bezeichnen. 

Methodische Durchfiihgung. Nativplasma (NP) hat den gleichen 
Brechungswert wie Hirudinplasma, die Serechtizung der Verwendung 
von Hirudinplasma ist somit erst begriindet. Die Anwesenheit von Plattchen 
beeinfluBt den Refraktionswert nicht; Nativserum (NS) hat andere (gréBere 
und kleinere) Brechungswerte als Vollblutserum, es darf daher nur NS 
Verwendung finden; als ideale Methode hat somit die Bestimmung der 
Differenzrefraktion von NP (oder bei vorhandener Moéglichkeit, echtes 
Hirudin zu verwenden: Hirudinplasma) und NS zu gelten. 

Bei Verwendung von Salzplasma (SP) und von mit Hilfe der Rekalzifika- 
tion oder 56° Wirmewirkung daraus gewonnenem Salzserum (SS) ergibt die 
refraktometrische Differenzbestimmung (unter Beriicksichtigung der statt- 


1) W. Starlinger, I. Mitteilung diese Zeitschr. 140, 1923; II. Mitteilung 
ebendaselbst 143, 1924. 
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gehabten Verdiinnung) in vielen Fallen geringere Werte als bei Verwen- 
dung der nativen Substrate (NP und NS); die Verwendung von SP und SS 
ist daher in dieser Form nicht statthaft. Der bei Einhaltung bestimmter 
Bedingungen der Gewinnung des Salzplasmas aus seinem Kefraktions- 
wert zu errechnende Brechungswert des NP ist mit dem tatsichlich 
gefundenen Brechungswert des NP identisch, die Verwendung von SP 
daher bei Beobachtung der erwihnten Bedingungen seiner Gewinnung auf 
Grund der dadurch erméglichten Errechnung der Refraktion des NP und 
unter Gegeniiberstellung von NS statthaft. 


II. Die kjeldahlometrische Methodik. 


Methodisch-technische Grundlage. Der theoretische Titrationsfehler 
betragt bei Verwendung der Preglschen Methodik + 0,01 cem n/70 NaOH, 
der praktische + 0,05 cem n/70 NaOH = 0,00001 g N = 0,0000625 ¢ Ei- 
weiB. [Im Rahmen des direkten Verfahrens (Verbrennung des ausgefiillten 
Fg) bei Verwendung von 1,0 cem Plasma entsprechen 0,0000625 g EiweiB 
0,006 25 g-Proz. Fg. Die methodisch-technische Brauchbarkeit ist somit 
als sehr gut zu bezeichnen. Im Rahmen des Differenzverfahrens (Plasma-N 
— Serum-N = Fg-N) und bei Verwendung von 0,1 cem P und 0,1 ccm 
Serum (den gréBten technisch noch gut verwendbaren Mengen) entsprechen 
0,0000625 x 2 = 0,000125 mg EiweiB 0,125 g-Proz. Fg, die methodisch- 
technische Grundlage ist somit ungeniigend, die Anwendung des Mikro- 
kjeldahischen Verfahrens also unstatthaft. 

Methodische Durchfiihrung. Der Plittchengehalt des NP (der die 
Refraktion nicht beeinfluBt) vergréBert scheinbar die Menge des ausgefallten 
Fg, Fg aus NP kann daher in direktem Kjeldahlverfahren erst bestimmt 
werden, wenn es gelingt, pliittchenfreies NP darzustellen. Durch Zusatz 
von Hirudin wird in vielen Fallen ein Teil des Fg so veriindert, daB seine 
Gesamtausfallung durch keinen Eingriff erzielt werden kann, die Ver- 
wendung von Hirudinplasma ist somit abzulehnen. Da mit Hilfe der 
Refraktometrie festzustellen ist, da8, gemessen an dem AusmaB des 
Brechungswertes die mittels Rekalzifikation oder 56° Wiarmeeinwirkung 
ausgefillte Fg-Menge in vielen Fillen bedeutend kleiner gefunden wird 
als die bei Spontangerinnung abgeschiedene, muB, solange die eingangs 
gegebene Voraussetzung des Bestehens einer einheitlichen und konstanten 
spezifischen Refraktion des Fg Geltung besitzt, diese Differenz als Folge 
quantitativen Unterschiedes des aus NP und SP abgeschiedenen Fg auf- 
gefaBt und somit auch die Verwendung von SP und Rekalzifikation 
(bzw. Wiarmefillung) abgelehnt werden. 

Das Differenzverfahren braucht auf Grund der bereits nachgewiesenen 
Unzulinglichkeit nicht weiter besprochen werden, da erst die Umstellung 
auf im Rahmen eines Makroverfahrens zur Verarbeitung gelangende groBe 
Substratmengen eine hinreichende Verbesserung der met hodisch-technischen 
Grundlage gewihrleisten kénnte, die Verwendung eines Makroverfahrens 
aber fiir die meisten biologischen Fragestellungen nicht in Frage kommen 
kann. 


III. Die gravimetrische Methodik. 
Methodisch-technische Grundlage. Der tatsachliche Wagefehler Betrigt 
im Rahmen des direkten Verfahrens bei Verwendung der Torsionswage 
+ 0,0005 g, bei Verarbeitung von 1,0cem Plasma mithin + 0,05 g- Proz., 
bei Verwendung der gebriiuchlichen analytischen Wage und des Wige- 
glischens + 0,0001¢, bei Verarbeitung von 1,0cem Plasma mithin 
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+ 0,01 g-Proz. Die Leistung des ersten Verfahrens ist somit ungeniigend, 
die des zweiten geniigend. Ein gravimetrisches Differenzverfahren wurde 
bisher nie verwendet und wire theoretisch auch nur als Makroverfahren 
denkbar. 

Methodische Durchfiihrung. Alle bei Besprechung der methodischen 
Durchfiihrung der Kjeldahlometrie vorgebrachten Befunde und Folgerungen 
gelten in gleicher Weise auch fiir die Gravimetrie. 

Nachdem solcherart festgestellt war, daB bei tatsachlicher Geltung 
der vorausgesetzten einheitlichen und konstanten spezifischen Re- 
fraktion das refraktometrische Differenzverfahren einesteils geniigend 
technisch-methodische Genauigkeit besitzt, andererseits als einziges 
Mikroverfahren die einwandfreie Verarbeitung sowohl nativen Plasmas 
als besalzten Plasmas erméglicht, wahrend das kjeldahlometrische 
und gravimetrische Verfahren zwar eine gréBere technisch-methodische 
Zuverlassigkeit, jedoch keine geniigende Sicherheit hinsichtlich der 
methodischen Durchfiihrung aufweisen, blieb zu priifen, ob die bisher 
(ohne experimentelle Begriindung allzeit angenommene) Einheitlichkeit 
und Konstanz der spezifischen Refraktion des Fg tatsichlich besteht. 

Zu diesem Zwecke war es notwendig, vorher die gravimetrische 
oder kjeldahlometrische Bestimmung, am besten beide, zu durchaus 
zuverlissigen Standardverfahren auszugestalten, um sie zur Eichung 
benutzen zu kénnen. 

Die grundsatzlichen Untersuchungen muBten dabei an nativem 
Substrat, also an NP (bzw. NS) zur Durchfiihrung gelangen, die Ver- 
wendbarkeit kiinstlich verinderter Substrate (Salzplasma) durfte erst 
nachtriglich in Betracht gezogen werden. 

Die experimentelle Priifung der solcherart gegebenen Fragestellung 
gestaltete sich folgendermaBen: 


I. Die gravimetrische Bestimmung im NP. 


Die Gewinnung plattchenfreien NP muBte zuerst als einwandfrei 
durchfiihrbar erwiesen werden. Sie gelingt, wenn die Gerinnung des nativen 
Blutes 30 bis 45 Minuten aufgehalten werden kann, da‘in dieser Zeit eine gute 
Zentrifuge alle Plattchen auszuschleudern imstande ist und damit ein 
serumklares NP liefert. Die lange Gerinnungsverzégerung aber wird er- 
méglicht durch Einhaltung sorgsamster Technik, die vom Augenblick des 
Einstichs in die Vene bis zur Entnahme des fertig zentrifugierten Plasmas 
jede schadliche Einwirkung auf die native Struktur des Blutes vermeidet. 
Die Weiterverarbeitung ergibt sich im Rahmen der gravimetrischen Mab- 
analyse; die von uns eingehaltene Methodik ist folgendermaBen festgelegt : 

Es werden aus nicht oder nur anfangs schwach gestauter Armvene mit 
paraffinierter Spritze und trockener, nicht rostender (wenn méglich Platin-) 
Nadel mindestens 2,5 cem Blut entnommen, wobei die Punktion in méglichst 
kurzer Zeit und unter Vermeidung einer Aspiration einerseits von Gewebesaft, 
andererseits von Luft erfolgen muB. Das Blut wird (nach vorheriger Ent- 
fernung der Nadel) schnell, unter peinlichster Vermeidung von Schaum- 
bildung in eine vorbereitete, frisch paraffinierte, mit paraffiniertem Gummi- 


19* 
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stépsel verschlossene Eprouvette (wobei der VerschluB erst unmittelbar 
vor der Beschickung mit Blut entfernt werden darf) gebracht, und zwar so, 
daB die Eprouvette schief gehalten und das eingespritzte Blut langsam an 
der Wand herunterrinnt. (Alle diese MaBnahmen, die die Luftstaub- 
verunreinigung mdéglichst hintanhalten sollen, sind durchaus nétig, wenn 
die Gerinnung iiber eine halbe Stunde hinaus verzégert werden soll.) 

Nach genauem VerschluB wird die Eprouvette in eine hochtourige 
Zentrifuge gebracht (die genau ausiquilibriert sein muB und nicht ,,stoBen™ 
darf) und 30 bis 40 Minuten zentrifugiert. Nach dieser Zeit wird eine be- 
liebige, mindestens aber 1,0 cem betragende Menge des serumklaren NP 
mit geeichter Pipette entnommen und in einer gewéhnlichen, gut gereinigten 
Eprouvette bei Zimmertemperatur der Spontangerinnung, die meist nach 
wenigen Minuten eintritt und rasch komplett wird, tiberlassen. Nach 
friihestens 1 Stunde (oder spater) wird (am besten mit einer rostfreien 
Hiikelnadel) das Gerinnsel entfernt (das zuriickgebliebene Serum durch 
spatere Beobachtung auf tatsiichlich beendete Gerinnung gepriift), sorg- 
faltig zwischen gehirtetem Filterpapier vom Serumrest abgepreft, in eine 
mit Wasser gefiillte kleine Eprouvette itiberfiihrt und zur Entfernung an- 
haftender Filterhirchen einige Male unter Wasserwechsel geschiittelt, fiir 
einige Stunden im Wasser belassen, fiir je 30 Minuten in Alkohol und Ather 
iiberfiihrt, schlieBlich in kleinen Wiageglischen mindestens 1 Stunde bei 
105° im Trockenschrank getrocknet und nach Abkiihlen im Exsikkator 
gewogen. 

Priifjung der Methodik. 

1. Der EinfluB der bei Verwendung nicht plattchenfreien NP 
im Fibringerinnsel eingeschlossenen Plaittchen kann unter Umstianden 
so betriichtlich sein, daB er das gewonnene Resultat véllig unver- 
wendbar gestaltet : 

Versuchsrethe 1. Das nach vorstehender Methodik ermittelte Gewicht 
des Fibringerinnsels, das in 5, 15, 45 Minuten lang zentrifugiertem, im 
erster Falle sehr triibem, im letzten Falle véllig klarem NP zur Absetzung 
gelangt, kann bei starkem Plittchengehalt bis zu 0,05 g-Proz. differieren’). 

Die Entfernung der Plattchen erscheint daher dringend begriindet. 

2. Auf die Veraschung kann verzichtet werden, weil sie mit der 
gewohnlichen analytischen Wage unwigbare Riickstinde zur Riick- 
wigung bringt (Versuchsreihe 2). 

3. Der praktische Fehler, gemessen an der Abweichung der bei 
Parallelbestimmungen erhaltenen Werte voneinander, ist sehr gering. 

Versuchsreihe 3. Bei 22 Parallelbestimmungen einer Serie ergab sich 
einmal eine Abweichung von 0,05, einmal eine Abweichung von 0,03, 
fiinfmal von 0,02, viermal von 0,01 g-Proz., elima! war die Ubereinstimmung 
in der zweiten Dezimale vollkommen. Die beobachteten Fg-Mengen 
schwankten zwischen 0,27 und 1,08 g-Proz. Dabei kamen in den meisten 


Bestimmungen verschieden groBe Plasmamengen und daher auch ver- 
schiedene absolute Fg-Mengen zur Verarbeitung. 


1) Es mige bemerkt sein, daB eine tabellarische Anfiihrung aus raum- 
technischen Griinden auf das notwendigste MindestmaB beschrankt wurde. 
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Auf Grund dieser in 95 Proz. der Resultate festgestellten Ab- 
weichung < 0,04 g-Proz. kann die Ubereinstimmung zwischen Kontroll- 
bestimmungen als sehr gut bezeichnet werden 

4. Der technische und zeitliche Arbeitsaufwand der Methode ist 
sehr gering, lediglich die plattchenfreie Gewinnung des NP verursacht 
anfangs einige Schwierigkeiten. 


Il. Die kjeldahlometrische Bestimmung im NP 


erfolgt in durchaus gleicher Weise bis zur Alkohol-Atherwaschung des 
Fibringerinnsels, die verstindlicherweise als _ iiberfliissig wegfillt : 
das Gerinnsel wird als ganzes verbrannt, sein N-Gehalt in der Pregl schen 
Apparatur bestimmt und mittels des Faktors 6,25 auf Eiweif um- 
gerechnet. 

Priijung der Methodik. 

Versuchsreihe 4. Bei 12 Parallelbestimmungen einer Serie kam einma! 
eine Abweichung von 0,08 g-Proz. (bei einem Gesamtfibrinogengehalt von 
1,01 g-Proz.), einmal von 0,03, zweimal von 0,01 g-Proz., achtma! eine volle 
Ubereinstimmung in der zweiten Dezimale zur Beobachtung. Die beob- 
achteten Fg-Konzentrationen schwankten zwischen 0,21 ;und 1,01 g-Proz. 
Auch hier gelangten in den meisten Fallen verschieden groBe Plasma- 
mengen und daher verschieden groBe absolute Fg-Mengen zur Verarbeitung. 

Auf Grund dieser in 92 Proz. der Resultate festgestellten Ab- 

. . % . . 
weichung < 0,04 Proz. kann die Ubereinstimmung als sehr gut be- 
zeichnet werden. 


III. Der Vergleich der gravimetrisch und kjeldahlometrisch in NP 

bestimmten Fg-Mengen. 

Versuchsreihe 5. In 35 Parallelbestimmungen einer Serie kam einma! 
eine Abweichung von 0,07, viermal von 0,06, zweimal von 0,05, achtmal 
von 6,04, dreimal von 0,03, viermal von 0,02, zehnmal von 0,01 g-Proz.. 
dreimal eine volle Ubereinstimmung in der zweiten Dezimale zur Beobachtung. 

Auf Grund dieser in 80 Proz. der Resultate festgestellten Ab- 
weichung <0,05 g-Proz. kann die Ubereinstimmung als hinreichend 
bezeichnet und die Verwendung der gravimetrischen oder kjeldahlo- 
metrischen Fg-Bestimmung als Eichungsverfahren in Betracht ge- 
zogen werden. 


IV. Der Vergleich der gravimetrisch und refraktometrisch im NYP 
bestimmten Fg-Mengen. 


Versuchsrethe 6. In 15 Parallelbestimmungen einer Serie kam achtmal 
eine Abweichung im Sinne: gravimetrisches Fg > refraktometrisches Fg 
(einmal von 0,14, einmal von 0,06, zweimal von 0,05, zweimal von 0,04, 
einmal von 0,03, einmal von 0,02, einmal von 0,01 g-Proz.), siebenmal im 
im Sinne: gravimetrisches Fg < refraktometrisches Fg (zweimal von 0.07, 
dreimal von 0,02, zweimal von 0,01 g-Proz.) zur Beobachtung. 
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Auf Grund dieser in 60 Proz. der Resultate festgestellten Ab- 
weichung < 0,05 g-Proz. kann die Ubereinstimmung und damit die 
Brauchbarkeit der refraktometrischen Methodik im NP als im all- 
gemeinen hinreichend, fiir experimentelle Fragestellungen jedoch, die 
gréBtmoéglichste Zuverlassigkeit verlangen, als im speziellen unzu- 
reichend bezeichnet werden. 


V. Die spezifische Refraktion des F¢ im NP. 

Die gleichzeitige Bestimmung der im Differenzverfahren auf 
das Fg entfallenden Gesamtrefraktion und der absoluten Fg-Menge 
im gleichen NP eréffnet die Méglichkeit, Aufschliisse iiber die spezi- 
fische Refraktion des Fg zu erhalten. Eine andere Méglichkeit besteht 
nicht, denn der sonst iibliche Weg der Reindarstellung in bekannter 
Léosung und darauffolgender Feststellung ihrer Refraktion und Kon- 
zentration kann nicht begangen werden, da es niemals gelingt, aus 
menschlichem Blutplasma das mit Hilfe entsprechender Neutralsalz- 
sittigung abgeschiedene Fg restlos und ohne wenigstens teilweise 
denaturierende Veranderung wieder in Lésung iiberzufiihren. Die 
Bestimmung der Gesamtrefraktion im Differenzverfahren beinhaltet 
nun die Fehlerméglichkeit, daB beim Gerinnungsvorgang die spezifische 
Refraktion der SerumeiweiBkérper (auf deren bisher in dieser Hinsicht 
angenommene Qualitit hier nicht eingegangen werden kann) eine 
Verinderung erfahrt, die dann in der errechneten Refraktion des Fg 
zum Ausdruck kommt. Da aber einerseits diese Fehlerméglichkeit 
experimentell weder begriindet — denn eine Bestimmung der spezifischen 
Refraktion der SerumeiweiBkérper vor Eintritt der Gerinnung, also 
im NP, ist naturgemiB unmdglich —, noch ausgeschaltet werden kann, 
andererseits aber in vorliegender Fragestellung lediglich zu entscheiden 
ist, ob im Rahmen der verwendeten Technik eine Umrechnung der 
erhaltenen Differenzrefraktion in gewichtsanalytische Einheiten auf 
Grund des Nachweises einer praktisch feststellbaren einheitlich kon- 
stanten spezifischen Refraktion des Fg statthaft ist, mu und kann 
die oben dargetane Experimentellgrundlage geniigen. 

Die solcherweise durchgefiihrte Gegeniiberstellung der im Differenz- 
verfahren bestimmten Gesamtrefraktion und gravimetrisch bestimmten 
Konzentration des Fg im NP ergab das in folgender Versuchsreihe 
angefiihrte Resultat: 

Versuchsreihe 7. Die gravimetrischen Ergebnisse basieren fast durch- 
weg auf Doppelbestimmungen, die meist iiberdies unter gleichzeitiger 
kjeldahlometrischer Kontrolle standen. In der letzten Reihe sind die 
refraktometrisch unter Zugrundelegung der bisher angenommenen und 
verwendeten spezifischen Refraktion von 4 np = 0,00172(= 4npdes Gesamt- 
serumeiweiBes nach Reiss) errechneten Fg-Werte in Grammprozenten 
angefiihrt). 
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CGravimetrisch -p i A Seen. Refraktion Refraktometrisch 
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in g-Proz. Jnp = 0.0... in g*Proz. 
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Daraus ergeben sich folgende Befunde und Folgerungen: Die 
ermittelten Werte der spezifischen Refraktion schwanken zwischen 
0,00209 bis 0,00131 um einen Mittelwert von 0,00169, der gefundene 
Mittelwert zeigt zwar eine sehr gute Ubereinstimmung mit dem 
bisher per analogiam willkiirlich angenommenen von 0,00174, die Ab- 
weichungen im Einzelfalle sind jedoch trotz Beriicksichtigung aller 
méglichen Fehlerquellen zu groB, um die Annahme einer einheitlichen und 
spezifischen Refraktion der bei Spontangerinnung aus dem NP abge- 
schiedenen EiweiSkérper zu begriinden; eine darauf beruhende Um- 
rechnung in Gewichtseinheiten vorzunehmen, auBer wenn Fragestellungen 
in Betracht kommen, die ihre Schliisse nur aus gréBeren Ausschlagen der 
berechneten Fg-Konzentration ableiten, ist daher nicht statthaft. 

Die GréBe der spezifischen Refraktion ist unabhangig von der 
gefundenen Konzentration des Fg und des Gesamtplasmaeiweibes. 

Zusammenfassend kann also auf Grund der vorliegenden Befunde 
festgestellt werden, daB als Standardverfahren bei Verwendung des 
idealen Ausgangsmaterials (NP) lediglich das gravimetrische (bzw. 
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kjeldahlometrische) Verfahren in Betracht zu ziehen ist, wahrend das 
refraktometrische Verfahren nur fakultativ Verwendung finden kann. 


VI. Die gravimetrische (kjeldahlometrische) Bestimmung im SP. 

Der Versuch, die Méglichkeit und Tauglichkeit der gewichts- 
analytischen (bzw. kjeldahlometrischen) Bestimmung auch im SP 
nachzuweisen, ergab sich aus folgenden Erwagungen: erstens, weil 
die Gewinnung des plattchenfreien NP, so notwendig sie zur theore- 
tischen Klarstellung der ganzen methodischen Grundlage erforderlich 
war, fiir die praktische Methodik vielfach zu grobe Schwierigkeiten 
bietet, zweitens, weil die Deutung des eingangs erwahnten quanti- 
tativen Unterschiedes der in NP und SP auf das abgeschiedene Fg 
entfallenden Refraktion zuungunsten der letzteren im Sinne einer quanti- 
tativen Differenz der Fg-Mengen einer neuerlichen Priifung unterworfen 
werden muBte, da die bereits im NP nachgewiesenen groben Schwan- 
kungen a priori um so mehr fiir das SP Bedeutung gewinnen und so 
den bisher angenommenen quantitativen Unterschied der Fg-Mengen in 
einen qualitativen der spezifischen Refraktion verkehren konnten. 

Fiir die praktische Methodik aber wiirde letztere Erkenntnis be- 
deuten, daB die eingangs begriindete Ablehnung der quantitativen 
Bestimmung der aus SP ausgefillten Fg-Mengen nur mehr bei Ver- 
wendung der refraktometrischen, nicht aber der gravimetrischen (oder 
kjeldahlometrischen) Methodik Geltung beanspruchen kénnte. 

Versuchsrethe 8. Plattchentfreies N P wurde einerseits der Spontangerinnung 
iiberlassen, andererseits zuerst mit 3,6proz. Nacitr.-Lésung, dann mit 1,28proz. 
Ca Cl,-Lésung versetzt (1,0 NP + 0,3 Na citr.- + 0,35 CaCl,-Lésung) und so 
ebenfalls zur Gerinnung gebracht. Das Zeitinterval! zwischen Citrat- und Ca- 
Zusatz schwankte zwischen 5 bis 60 Minuten. Das Gerinnsel wurde in beiden 
Fallen in gleicher Weise im Sinne der beschriebenen Gewichtsanalyse weiter 
behandelt. In 26 Bestimmungen kam eine Differenz im Sinne Fg(NP) 
> Fg(SP) elfmal (einmal von 0,05, einmal von 6.04, zweimal von 0,03, dreimal 
von 0,02, viermal von 0,01 g-Proz.), dreimal im Sinne Fg(NP) < Fg(SP) 
(einmal von 0,03, einmal von 0,02, einmal von 0,01 g-Proz.), zwélfmal véllige 
Ubereinstimmung in der zweiten Dezimale zur Beobachtung. Die bestimmten 
Fg-Konzentrationen schwankten zwischen 0,28 und 1,08 g-Proz. 

Versuchsrethe 9. In 11 Parallelbestimmungen aus gleichen Salzplasmen ergab 
sich siebenmal eine Differenz (einmal von 0,05, viermal von 0,02, zweimal von 
0,01 g-Proz.), viermal volle Ubereinstimmung in der 2. Dezimale. Eine Abhiin- 
gigkeit der ausgefillten Fg-Menge vom Zeitintervall zwischen Citrat- und Ca- 
Zusatz war ebensowenig feststellbar, wie von der GréBe der Salzzusiitze, sofern 
deren Relation zueinander den kompletten Ablauf der Gerinnung ermdglichte. 

Daraus ergeben sich folgende Befunde und Schliisse: Die Zuver- 
lissigkeit der Bestimmung in SP, gemessen an der Ubereinstimmung 
von Paralleluntersuchungen, ist ebenso groB wie im NP. Die bei Be- 
stimmung der Fg-Menge im NP und SP sich ergebenden Unterschiede 
kommen weder haufiger noch in gréBeren Ausschlagen zur Beobachtung 
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als bei Parallelbestimmungen im gleichen Medium. Die Abscheidung 
des Fg aus SP mittels Rekalzifikation ist daher im Rahmen des gravi- 
(und kjeldahlo-) metrischen Verfahrens durchaus statthaft, die Differenz 
der absoluten RefraktionsgréBe ist somit nicht auf eine solche der 
quantitativen Fg-Menge beziehbar. 

Alle diese aus gravimetrischen Befunden abgeleiteten grund- 
sitzlichen Folgerungen gelten, wie nicht naher ausgefiihrt zu werden 
braucht, ebenso fiir die kjeldahlometrische Analyse, was durch dic 
diesbeziigliche Klammerbeifiigung angezeigt werden sollte. 

VIL. Der Vergleich der gravimetrisch und refraktometrisch im SP bestimmten 
Fg-Mengen und die spezifische Refraktion des Fg im SP. 

Da also entsprechend vorstehendem Abschnitt ein quantitativer 
Unterschied des im NP und SP abgeschiedenen Fg nicht mehr an- 
genommen werden konnte, mubte die Deutung im Sinne einer qualitativen 
Anderung, also einer Erniedrigung der spezifischen Refraktion des Fg 
im SP zur experimentellen Priifung gelangen. 

Versuchsrethe 10. Methodisch gilt gleiches wie éiir Versuchsreihen 7 
und 8. Von den in der dritten Kolonne angefiihrten, auf das Fg entfallenden 
Brechungswerten entspricht der obere der direkt bestimmten Refraktion, 
der untere der unter Beriicksichtigung der Verdiinnung errechneten. 





fomegee tg | Mep—1.3... | map 0.0... | Te 
in geProz. mo Jnyy 0.0... in g-Proz. 
0,26 ps yam 0207 031 
0,35 po oe 0197 0,40 
0,50 a — 0192 0,55 
0,27 p~ one 0174 0,27 
0,32 oan moos 0172 0,32 
0,39 = pons ‘ 0169 0.38 
0,50 = = 0152 0.44 
0,46 po yo 0150 0,40 
0,40 = a 0148 0,34 
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Daraus ergeben sich folgende Befunde und Schliisse: 1. Hin- 
sichtlich des Vergleichs der gravimetrisch und refraktometrisch (Vor- 
aussetzung: An, = 0,00172) im SP bestimmten Fg-Mengen: 

In 14 Parallelbestimmungen einer Serie kam neunmal eine Differenz 
im Sinne: gravimetrisches Fg > refraktometrisches Fg (einmal von 0,18, 
einmal von 0,15, einmal von 0,14, einmal von 0,07, viermal von 0,06, einmal 
von 0,01 g-Proz.), dreimal eine Differenz im Sinne: gravimetrisches Fg 
< refraktometrisches Fg (dreimal von 0,05 g-Proz.), zweimal volle Uber- 
einstimmung in der zweiten Dezimale zur Feststellung. 


Auf Grund dieser in 71 Proz. der Resultate festgestellten Ab- 
weichung > 0,04 g-Proz. mu8 die Ubereinstimmung und damit die 
Brauchbarkeit der refraktometrischen Differenzmethodik zwischen SP 
und SS im Gegensatz zu dem friiher iiber das refraktometrische Differenz- 
verfahren zwischen NP (bzw. dem aus SP unter Einhaltung bestimmter 
Bedingungen zu errechnenden Wert des NP) und NS abgegebenen 
Urteil als durchaus nicht geniigend bezeichnet werden. 


2. Hinsichtlich der spezifischen Refraktion des Fg in SP: Die 
ermittelten Werte liegen zwischen 0,00207 und 0,00097 um einen 
Mittelwert von 0,00164, die Schwankungen sind also gréBer als 
die in NP festgestellten, der Mittelwert kleiner, jedoch nicht ge- 
niigend kleiner, um darauf den Beweis der im vorstehenden postulierten 
Annahme einer Verminderung der spezifischen Refraktion des Fg im 
SP gegeniiber der im NP zu griinden. Eine Abhangigkeit der spezi- 
fischen Refraktion von der Konzentration des Fg und des Plasma- 
gesamteiweiBes besteht auch im SP nicht. Da sich einerseits in friiheren 
Arbeiten (l. c.) die zwischen SP und SS zur Beobachtung gelangenden 
Brechungsdifferenzen, andererseits in dieser Arbeit (Abschnitt V1) 
die im SP abgeschiedenen Fg-Mengen von den zugesetzten Salzmengen, 
sofern diese nur in entsprechender Relation hinsichtlich ihres Effekts 
auf den kompletten Ablauf der Gerinnung stehen, unabhangig erwiesen, 
kann auch eine an sich mégliche Beeinflussung der spezifischen Re- 
fraktion des Fg im SP durch schwankende Mengen der zugefiigten 
Salze ausgeschlossen werden. 


VIIL. Der Vergleich der im NP und SP zur Feststellung gelangenden 
spezifischen Refraktion des Fe. 


Da der im vorstehenden Abschnitt errechnete Mitte!wert des Fg 
im SP dem im NP festzustellenden zu wenig nachstand, um aus der 
Differenz sicheren SchluB auf die Verkleinerung der spezifischen Re- 
fraktion des Fg im SP ziehen zu kénnen, muBte zur Entscheidung 
dieser Fragestellung die gleichzeitige Bestimmung der spezifischen 
Refraktion im NP und SP der gleichen Blutprobe vorgenommen werden. 
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Versuchsreihe 11. 


Methodische Kombination von Versuchsereihen 7 und 1. 
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Daraus ergeben sich folgende Befunde und Schiliisse: In zehn 
Parallelbestimmungen einer Serie kam fiinfmal eine Differenz der im 
NP und SP beobachteten spezifischen Refraktion des Fg im Sinne: 
spezifische Refraktion (NP)> spezifische Refraktion (SP) und 
> np = 0,00010 zur Feststellung, welche die Unterschiede der ab- 
soluten auf das Fg entfallenden Refraktionswerte bzw. der (unter 
Voraussetzung gleicher spezifischer Refraktionen : An, = 0,001 72)daraus 
in Gramm-Prozente umgerechneten EiweiBwerte erklart. 


Bei genauer Erwaigung ergibt sich jedoch, daB dieser im Differenz- 
verfahren vielfach nachgewieser.e Unterschied zwischen den auf das im 
NP und SP abgeschiedene Fg entfallenden absoluten Refraktionswerten 
tatsichlich nicht mit Sicherheit auf eine durch den Salzzusatz hervor- 
gerufene Verinderung der spezifischen Refraktion des Fg bezogen werden 
kann, vielmehr die Ursache dafiir in der schon friiher (Abschnitt V) 
erwahnten (nicht ausschaltbaren und fiir die praktisch methodischen 
Folgerungen auch gleichgiiltigen) Fehlerméglichkeit des Differenzverfahrens 
an sich begriindet liegen kénnte. Denn da in den vorausgehenden Arbeiten 
(IL. Mitteilung) nachgewiesen werden konnte, daB aus dem unter bestimmten 
Bedingungen gewonnenen Refraktionswert des SP der Refraktionswert 
des NP zu errechnen ist und dieser in der Tat mit dem gefundenen des NP 
iibereinstimmt, kann eine durch den gerinnungsverhindernden Salzzusatz 
bewirkte Veriinderung (Verkleinerung) der spezifischen Refraktion des Fg 
ausgeschlossen werden. Die Veriainderung derselben miiBte also erst wahrend 
des Ablaufs der Gerinnung zur Ausbildung kommen, wo sie methodisch 
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nicht erfaBt werden kann. Die methodische Feststellung gelingt erst wieder 
nach Ablauf der Gerinnung durch Bestimmung der Brechung des SS und 
in- Beziehung-bringen derselben zum vorher beobachteten Refraktionswert 
des SP. Da nun im Rahmen des letzteren die Verschiebung der spezifischen 
Refraktion sicher noch nicht stattgefunden hat, die Differenzrefraktion 
zwischen SP und SS aber einen zu kleinen Wert ergibt, kann dieser nur die 
Folge einer VergréBerung der Gesamtrefraktion des SS sein. Da solche 
Veranderungen aber lediglich im Rahmen der EiweiBkérper ablaufen 
kénnen — denn alle anderen vorhandenen Stoffe kénnten keine Einwirkung 
in soleh einem AusmaBe ausiiben —,. und eine quantitative Zunahme der 
SerumeiweiBkérper (auf Grund nicht kompletter Fg-Abscheidung) nicht 
angenommen werden kann, weil die Fg-Abscheidung nachgewiesenermaBen 
komplett ablauft, bleibt nur der SchluB auf eine wihrend des Gerinnungs- 
ablaufs zustandegekommene Verinderung (und zwar Erhéhung) der spezi- 
fischen Refraktion des SerumeiweiBes méglich. Ob nun mit dieser nach- 
gewiesenen und durch den Gerinnungsablauf bedingten Verschiebung der 
spezifischen Refraktion des SerumeiweiBes im Sinne einer Erhéhung eine 
Verschiebung der spezifischen Refraktion des Fg einhergeht, ist wahr- 
scheinlich — denn, wenn der Gerinnungsablauf schon im Serumeiweif 
solche tiefgreifenden Verainderungen zu bewirken vermag, um _ wieviel 
mehr muB8 sich seine EinfluBnahme auf das unmittelbare Erfolgsubstrat, 
das Fg, erstrecken —, jedoch experimentell nicht priifbar und daher auch 
keiner Entscheidung zugianglich. 

Fiir die vorliegende Fragestellung, die in erster Linie methodische 
Gesichtspunkte zu beriicksichtigen hat, finden diese Verinderungen jeden- 
falls in einer scheinbaren Verkleinerung der spezifischen Refraktion des Fg 
ihren Ausdruck und miissen in diesem Sinne gewertet werden. 


Damit scheint die Gesamtkritik der auf gravimetrischer, kjeldahlo- 
metrischer und refraktometrischer Grundlage beruhenden maBana- 
lytischen Methodik der Bestimmung des Fg beendet, wobei noch bemerkt 
sei, dab von einer nochmaligen punktmaBigen Zusammenfassung, 
welche nur eine Wiederholung bedeuten wiirde, mit Bedacht Abstand 
genommen wurde. 


IX. Grundsiatzliche Kritik der auf anderer technisch-methodischen Grundlage 
beruhenden Verfahren. 


Als soleche kommt in Betracht! 


. die Interferometrie. 
. die Polarimetrie, 
die Diaphanometrie, 
die Nephelometrie, 
die Kolorimetrie. 


tm Whe 


Zu 1. Die Interferometrie beruht auf der Bestimmung des Brechungs- 
vermégens und unterscheidet sich von der gewéhnlichen Refraktometrie 
durch eine bedeutend gréBere Genauigkeit der Ablesung. Eine auf Grund- 
lage der Interferometrie ausgearbeitete Methodik der quentitativen Be- 
stimmung des Fg liegt in der Literatur nicht vor; sie kénnte, wie die ge- 
woéhnliche Refraktometrie, nur im Rahmen des Differenzverfahrens zwischen 
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Plasma und Serum zur Durchfiihrung kommen und miiBte solcherweise 
die gleiche Unzulanglichkeit der methodischen Durchfiihrung besitzen 
wie diese, so daB die gréBere technisch-methodische Leistungsfahigkeit 
nicht zur Auswirkung gelangen kénnte. 

Von einem auf interferometrischer Grundiage ausgearbeiteten Ver- 
fahren ist daher nichts zu erwarten. 


Zu 2. Die Polarimetrie beruht auf der Bestimmung des Drehungs- 
vermégens. Ein auf polarimetrischer Grundlage ausgearbeitetes Verfahren 
zur quantitativen Fg-Bestimmung ist nicht bekannt. Es kénnte ebenfalls 
nur im Rahmen des Differenzverfahrens zwischen Plasma und Serum 
Verwirklichung finden und miiBte sich auf das Bestehen einer einheitlichen 
und konstanten spezifischen Drehung des Fg stiitzen. Untersuchungen 
iiber letztere Fragestellung liegen hinsichtlich menschlichen Fg iiberhaupt 
nicht, hinsichtlich tierischen Fg durchaus unzulanglich und widersprechend 
vor: Die spezifische Drehung betrigt nach Mittelbach') (vier Bestimmungen 
an aus Pferdesalzplasma mit NaCl % Siattigung abgeschiedenem Fg, in 
Lisungskonzentrationen von 0,20 bis 0,53 g-Proz.), (a)p — 50,6 bis 

54,1°, im Mittel 52,0°, nach Hermann®*) (eine Bestimmung am gleichen 
Material) (a)p = — 44,6°, nach Cramer®*) (vier Bestimmungen an Rinder- 
salzplasma in gleicher Weise wie Mittelbach, in Lésungskonzentrationen 
von 0,27 bis 0,43 g-Proz.) (a)p = 35,2 bis 37,7°, im Mittel — 36,4°. Es 
miBte also vorerst das Bestehen einer einheitlichen und konstanten Drehung 
menschlichen Fg nachgewiesen werden, doch ist ein Ausfall dieser Unter- 
suchungen im bejahenden Sinne namentlich im Hinblick auf die Not- 
wendigkeit der Verwendung von SP nicht zu erwarten. Dazu kommt, 
daB eine geniigende Durchsichtigkeit von Plasma und Serum im Polari- 
sationsapparat erst durch drei- bis sechsfache Verdiinnung ermdglicht 
wird, was eine solche Verminderung der absoluten Fg-Konzentration 
bewirkt, daB die Fehlerméglichkeit zu sehr anwiichst. 


Ein auf polarimetrischer Grundlage aufgebautes Verfahren wird 
daher, selbst im Falle des unwahrscheinlichen Bestehens einer einheitlich 
konstanten spezifischen Brechung wenig leistungsfihig sein. 

Zu 3. Die Diaphanometrie beruht auf der direkten Triibungsmessung 
mit Hilfe einer Standardtriibung. Ein auf diaphanometrischer Grundlage 
aufgebautes Verfahren zur quantitativen Fg-Bestimmung ist nicht bekannt. 
Orientierende eigene Untersuchungen ergaben bei Verwendung des Plesch- 
schen Chromophotometers und Authenrietschen Kolorimeters (wobei sich 
ersteres trotz seiner hervorragenden Optik letzterem in der Messung von 
Triibungen nicht iiberlegen zeigte) und Erzeugung einer homogenen. 
stabilen Triibung nach Rona und Kleinmann*) mit Hilfe 25proz. HC! 
und 10proz. Sulfosalicylsiure eine technisch-methodische Zuverlissigkeit 
von héchstens 0,05 g-Proz.; daraus aber folgt unmittelbar die Unmdglichkeit 
der Anwendung des Differenzverfahrens. Die Unméglichkeit der Be- 
stimmung des durch Spontangerinnung aus NP oder durch Rekalzifikation 
aus SP abgeschiedenen Fg ergibt sich aus der Tatsache, daB die direkte 


') Mittelbach Zeitschr. f. physiol. Chem, 19, 1894. 

2) Herrmann, ebendaselbst 11, 1887. 

°) Cramer, ebendaselbst 28, 1897. 

*) Rona und Kleinmann, diese Zeitschr. 1923, 8. 40. 








296 W. Starlinger u. K. Hart!: 


Verarbeitung des gewonnenen Gerinnsels daran scheitert, daB es nicht 
gelingt, es in eine homogen-stabile Triibung (etwa als Acidalbuminat) iiber- 
zufiihren. Es bliebe also nur die Méglichkeit, das durch 28 Vol.-Proz. 
Sattigung mit gesattigter Am,SO,-Lésung ausgefillte EiweiB aufzulésen 
und in oben zitierter Weise homogen-stabil zu fallen. Doch kommt dabei, 
abgesehen von der nur fakultativen Verwendbarkeit der Resultate infolge 
der hohen technisch-methodischen Fehlerquelle nicht nur das Fg, sondern 
auch das Fibrinoglobulin, dem eine gleiche obere Fallungsgrenze gegeniiber 
gesiittigter Am,SO,-Lésung eigen ist, zur Bestimmung. 

Die diaphanometrische MaBanalyse des Fg kénnte also nur im 
direkten Verfahren unter gleichzeitiger Mitbestimmung des Fibrino- 
globulins und einer so hohen Fehlerméglichkeit, daB nur groBe Aus- 
schlige verwendet werden kénnen, Verwendung finden. 


Zu 4. Die Nephelometrie beruht auf der Messung des Beugungsver- 
vermégens, ihre methodisch-technische Grundlage ist bei Einhaltung ithres 
physiko-chemischen Grundgesetzes, das den Vergleich nur gleichdisperser, 
homogen-stabiler Triibungen verlangt, sehr zuverlissig. Die Ungenauigkeit 
der quantitativen EiweiBbestimmung betragt nach den Untersuchungen 
Rona und Kleinmann (|. c.) bei Erzeugung der homogen-stabilen Triibung 
mittels HC1!-Sulfosalicylsiure (1 Teil 100fch mit 0,9proz. NaCl-Lésung 
verdiinntes Serum + 1 Teil 25proz. HCl + 2 Teile 1l0proz. Sulfosalicy!- 
siure) und Verwendung des nach den Angaben Kleinmanns konstruierten 
Nephelometers von Schmidt und Haensch-Berlin') unter den giinstigsten 
Bedingungen nur 0,003 g-Proz. Die technisch-methodische Zuverlissigkeit 
ist also geniigend groB, um die Durchfiihrung des Differenzverfahrens 
zwischen (plattchenfreiem) NP und NS oder SP und SS zu erlauben. Da 
uns derzeit ein Nephelometer nicht zur Verfiigung stand, konnte an die 
experimentelle Ausfiihrung dieser Méglichkeit bisher nicht gegangen werden. 

In der Literatur liegt nur eine Angabe iiber die nephelometrische 
MaBanalyse des Fg von Rusznydk und Bardt*) vor: Es wird die Triibung 
des Fg (0,4 SP + 25,0 cem einer 27 vol.-proz. gesattigten Am, 8 O,-Li sung) 
mit der Triibung des GesamtplasmaeiweiBes (0,1 SP + 50cem n/5 HCI- 
gesiittigte Am,SO,-Lésung aa) unter Beriicksichtigung der verschiedenen 
Verdiinnung verglichen und aus dem Verhiltnis GesamteiweiS-Fg unter 
gravimetrischer Standardeichung die absolute Fg-Konzentration in Gramm- 
prozenten unter Angabe einer Fehlerméglichkeit von 10 Proz. errechnet. 
Das Prinzip der Methode wurde von Rona und Kleinmann®) unter Hinweis 
einerseits auf die Nichtbeachtung des oben erwihnten Grundgesctzes der 
Nephelometrie, andererseits auf die Instabilitat der verwendeten T tibung 
grundsitzlich abgelehnt, von Rusznydk*) unter Verneinung des G und- 
gesetzes, Behauptung der Stabilitaét und Hinweis auf praktisch gute Re- 
sultate verteidigt. 

Hier soll in Ermangelung eigener experimenteller Erfahrung lediglich 
festgestellt werden, daB die Instabilitét von durch 28 vol.-proz. Sattigung 
mit gesittigter Am.SO, bedingten Fg-Fallungen im Rahmen anderer 


1) Siehe Kleinmann, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod. 1924. 
*) Rusznyadk und Bardét, diese Zeitschr. 141, 1924. 

3) Rona und Kleinmann, ebendaselbst 140, 1924. 

*) Rusznydk, diese Zeitschr. 144, 1924. 
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Untersuchungen 6fters beobachtet werden konnte, und daB im Rahmen 
des Verfahrens von Rusznydk neben Fg auch das Fibrinoglobulin zur Be- 
stimmung gelangt. 

Ein auf nephelometrischer Grundlage aufgebautes Verfahren laBt 
also in Anbetracht der bei Verwendung der Rona-Kleinmannschen 
EiweiBtriibung nachgewiesenen groBen methodisch-technischen Zu- 
verlissigkeit im Rahmen des Differenzverfahrens und unter gravi- 
metrischer (kjeldahlometrischer) Standardisierung volle Brauchbarkeit 
erwarten. 

Zu 5. Die kolorimetrische Bestimmung beruht auf der Messung der 
Farbintensitaét. Ein auf kolorimetrischer Grundlage aufgebautes Verfahren 
zur MaBanalyse des Fg liegt in der Literatur nicht vor. Eigene auf der 
Biuretreaktion basierende orientierende Versuche ergaben bei Verwendung 
des Authenriethschen Kolorimeters eine sichere Uberlegenheit gegeniiber 
dem Diaphanometer im Hinblick auf methodisch-technische Zuverlassigkeit. 
Da weiter die Méglichkeit besteht, daB abgeschiedene Gerinnsel durch 
Verwandlung in Alkalialbuminat zu Jésen und so der Farbreaktion zuzu- 
fiihren, steht auch dem direkten Verfahren nichts im Wege. 

Eine auf kolorimetrischer Grundlage unter Verwendung der Biuret- 
reaktion ausgearbeitete Methodik la6t also im direkten volle, im 
Differenzverfahren mindestens fakultative Brauchbarkeit erwarten. 
Die Standardisierung mu ebenfalls mit Hilfe der Gravimetrie 
(Kjeldahlometrie) erfolgen. 

Wiahrend also die interferometrische und polarimetrische Methodik 
fiir die MaBanalyse des Fg nicht in Frage kommen, liegt fiir die im 
Differenzverfahren zur Anwendung gelangende Diaphanometrie die 
Moglichkeit fakultativer Brauchbarkeit, fiir die direkte Kolorimetrie 
die Méglichkeit voller Brauchbarkeit, fiir die Nephelometrie die Sicher- 
heit voller Brauchbarkeit vor. Doch ist in Hinsicht auf die praktische 
Verwendbarkeit der Diaphano-, Kolori- und Nephelometrie zu_be- 
denken, da die Herstellung von Dauerstandardlésungen derzeit (noch) 
nicht méglich ist, und die daher bei jeder Serienbestimmung not wendige 
Neueichung mit Hilfe eines Standardverfahrens eine solche zeit- und 
arbeitstechnische Belastung bedeutet, daB der einzige Vorteil dieser 
Ersatzmethoden gegeniiber den Standardverfahren: die gréBere zeit- 
und arbeitstechnische Expeditivitat nicht mehr zu Recht besteht. 
Aus diesem Grunde konnten wir uns bisher auch nicht entschlieBen, 
die systematische experimentelle Ausarbeitung der einstweilen nur 
auf orientierende Untersuchungen aufgebauten, oben ausgefiihrten 
Méglichkeiten durchzufiihren, und haben sie nur der Vollstandigkeit 
halber zur theoretischen Erérterung gebracht. 





Uber den Einflu® der 
Sauerstoffspannung auf den biologischen Oxydationsprozeb. 


Von 
R. J. Hamburger und A. y. Szent-Gyérgyi. 
(Aus dem physiologischen Laboratorium der Reichsuniversitat zu Groningen. ) 


(Eingegangen am 12. Februar 1925.) 


Die ausgedehnten Arbeiten der letzten Jahre haben uns dem 
Verstindnis der biologischen Oxydationsvorginge wesentlich naher 
gefiihrt. Im Lichte dieser Literatur erscheint uns heute die .,Ver- 
brennung* in der Zelle als ein sehr kompliziertes System verschiedener 
chemischer Reaktionen. Als einer der wesentlichsten Vorginge wurde 
von H.Wieland und Th. Thunberg die Wasserstoffaktivierung, d. h. 
Dehydrierung, von O.Warburg die Sauerstoffaktivierung erkannt. 
Bei der Zellatmung scheinen beide Prozesse ineinanderzugreifen und 
einander zu erginzen (A. Fleisch, A. v. Szent-Gyérgyi). Wie es aber 
in der letzten Zeit die Analyse der Milchsiureoxydation zeigte'), sind 
Wasserstoff- und Sauerstoffaktivierung nicht nur voneinander prin- 
zipiell verschieden, sondern arbeiten bei der Zellatmung voneinander 
weitgehend unabhaingig. Die zu oxydierende Substanz wird zunichst 
dehydrierend angegriffen und geht unter Abgabe seines aktivierten 
Wasserstoffs in sein Oxydationsprodukt tiber. Hieran schlieBt sich 
dann eine zweite Reaktion, die zugleich die groBe Energiequelle der 
Zelle darstellt, in der der Sauerstoff in seiner aktivierten Form in 
Reaktion tritt und den Wasserstoff zu Wasser oxydiert. Wie es die 
Analyse der Milchsiureoxydation zu zeigen scheint, oxydiert der 
Sauerstoft nicht unmittelbar den aktivierten Wasserstoff, sondern 
dieser wird von der Milchsiure zunichst von einer kofermentartigen 
Substanz, einem Wasserstofftransporteur, iibernommen, der den 
Wasserstoff dann zur Oxydation dem Sauerstoff zufiihrt. Die De- 
hydrierung, bei der der Brennstoff oxydiert wird, und die eigentliche 


') Diese Zeitsehr. 157, 50, 1925. 
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Oxydation, bei der der Sauerstoff in Reaktion tritt, sind nicht nur 
prinzipiell, sondern auch raumlich und zeitlich voneinander geschiedene 
Vorgange. Wir haben es also bei dieser biologischen Oxydation mit 
zwei getrennten Reaktionsgruppen zu tun. Aus friiheren Versuchen 
war uns auch bekannt'), daB wir im p-Phenylendiamin eine Substanz 
in Handen haben, bei deren Oxydation keine Wasserstoffaktivierung 
beteiligt ist, die wir also mit Vorteil zur Untersuchung der zweiten 
Reaktionsgruppe gebrauchen kénnen. 

Die Aufgabe, die wir uns bei vorliegender Arbeit stellten, war die, 
zu untersuchen, wie sich die zweite oben genannte Reaktionsgruppe, 
in der der Sauerstoff in Reaktion tritt, zur Sauerstoffspannung verhalt, 
mit anderen Worten, in welcher Weise die Geschwindigkeit dieser 
Oxydation von der Sauerstoffspannung abhangt. 

Der Verband zwischen Sauerstoffspannung und Zellatmung war bereits 
wiederholt Gegenstand experimenteller Arbeit. So haben Verzér und spater 
Nakamura den Sauerstoffverbrauch der Muskel im lebenden Tiere bei 
variierter Sauerstoffspannung gemessen. Wie interessant aber diese Ver- 
suche vom physiologischen Standpunkt auch sein mégen, geben sie keine 
Antwort guf unsere Frage, da sich doch aus einem so auBerordentlich kom- 
plizierten System keine Konklusionen auf einen elementaren ProzeB ziehen 
lassen. Dasselbe gilt auch iiber die Versuche von Parnas und _ spiter 
O. Meyerhoj, der den Sauerstoffverbrauch zerkleinerten Muskelgewebes 
unter variierter Sauerstoffspannung im Respirometer verfolgte. 

Es war deutlich, da8 wir zur Annaherung der oben aufgeworfenen 
Frage ein viel einfacheres System nehmen muBten, in dem der Oxy- 
dationsprozeB nicht wie in den soeben genannten Versuchen durch 
Garung, Dehydrierung, Wasserstofftransport usw. kompliziert war. 
Es lag auf der Hand, zu diesem Ende die oben genannte Oxydation 
des p-Phenylendiamins zum naheren Studium heranzuziehen. 

Die nahere Erkenntnis der Reaktionskinetik dieses Oxydations- 
prozesses, d. h. der Oxydation des p-Phenylendiamins, schien auch 
darum besonders anregend, da vorangegangene Arbeiten®) vermuten 
lassen, dafs diesem oder einem derartigen OxydationsprozeB fiir die 
Zellatmung eine ganz fundamentale Bedeutung ‘zukommt. 

Auch der Verband der Oxydationsgeschwindigkeit des Diamins 
am Muskel und der Sauerstoffspannung bildete bereits wiederholt 
den Gegenstand friiherer Versuche. So finden wir z. B. bei Battelli 
und Stern*), daB die Oxydationsgeschwindigkeit des Diamins am 
Muskel von der Sauerstoffspannung sehr weitgehend abhangig ist. 
Auch einer von uns (v. Szent-Cyérgyi) hat sich gelegentlich mit der- 


!) Diese Zeitschr. 150, 195, 1924. 
2) Ebendaselbst 157, 50, 67, 1925. 
3) Ebendaselbst 46, 317, 1912. 
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selben Frage beschaftigt und kam zu demselben Resultat!). Wie es 
uns aber auf Grund unserer Erfahrungen scheint, laBt sich gegen beide 
Arbeiten ein sehr wesentlicher Einwand erheben, daB bei diesen Ver- 
suchen der Muskel nicht geniigend fein verteilt und somit die Diffusion 
des Sauerstoffs als beschrinkender Faktor nicht mit Sicherheit aus- 
geschlossen wurde?), 

Wir wiederholten also diese Versuche und trachteten durch eine 
méglichst feine Verteilung des Muskels di¢ Diffusion des Sauerstoffs 
als beschrankenden Faktor auszuschlieBen. Wir arbeiteten also folgender- 
maBen: Der méglichst sehnen- und fettfreie Zwerchfellmuskel eines 
soeben getéteten Schweines wurde fein zerhackt, dann mit der 20fachen 
Menge destillierten Wassers, den Angaben Thunbergs*) entsprechend, 
dreimal eine Viertelstunde lang im Schiittelapparat gewaschen. Der 
gut ausgepreBte Muskel wurde nun in | proz. Borsaurelésung im Eis- 
kasten aufbewahrt, vor dem Versuch wiederholt kraftig ausgepreBt. 
Der in Borsdure suspendierte Muskel lieB sich einige Tage hintereinander 
verwenden. Sank der Sauerstoffverbrauch bei Diaminzusatz auf 
niedrige Werte, so wurde das Priparat verworfen. 

Durch diese Vorbehandlung, d. h. die Waschung, werden dem 
Muskel alle seine Brennstoffe entzogen. Ein derartig gewaschener 
Muskel zeigt im Respirometer keinen Sauerstoffverbrauch, so dal 
also der bei Diaminzusatz gefundene Sauerstoffverbrauch der reinen 
Oxydation des Diamins entspricht. 

Zum Versuch wurden nun 3g des gewaschenen Muskels in einem 
kleinen Mérser mit 1g Glaspulver versetzt und tiichtig zerrieben. 
Dieses Praiparat wurde dann im Laufe des Versuchs in einem Becher 
auf Eis aufbewahrt. 

Zum Versuch wurden nun 0,50g des Praparats abgewogen, in 
das Kélbchen des a. a. O.*) beschriebenen Respirometers eingefiihrt 
und da in 1 cem Natriumphosphatlésung suspendiert, das eine Kon- 
zentration von 0,2 Mol. und ein py von 7,2 hatte. Die Suspension 
wurde am Boden des Respirometers, das eine Oberfliche von 15 qem 
hatte, mit einem Glasstibchen gleichmaBig verteilt. In das Kélbchen 
eines zweiten, sonst gleichen Respirometers wurde | ccm Phosphat- 
lésang ohne Muskel eingebracht. Das eine SeitengefaB beider Respiro- 


1) Diese Zeitschr. 150, 195, 1924. 

*) Dieser Einwand 1aBt sich auch gegen die obigen Versuche Meyerhojs 
erheben. Meyerhof fand ein Ansteigen der Oxydationsgeschwindigkeit 
mit der Sauerstoffspannung bis zu einem Partialdruck von 60 Proz. Weitere 
Erhéhung der Spannung habe keinen EinfluB. Dieses Resultat kénnte 
auch durch eine ungeniigende Verteilung bzw. O,-Diffusion erklart werden. 

3) Skand. Arch. f. Physiol. 40, 1, 1920. 

*) Diese Zeitschr. 157, 55, 1925. 
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meter wurde mit leem lproz. p-Phenylendiaminlésung gefillt, die 
aus einer salzsauren Stammlésung durch Neutralisation mit NaQH 
unmittelbar vor dem Versuch hergestellt wurde. 

Der Versuch wurde nun folgendermaben angestellt: Die beiden 
Respirometer wurden einem BSarcroft-Differentialmanometer ange- 
schlossen, im Wasserbad (37°) versenkt und da durch einen Motor 
energisch geschiittelt. Nach 7 Minuten lieBen wir das Diamin in den 
Kolben an beiden Seiten einlaufen und begannen dann 3 Minuten 
spater die Ablesungen der Druckdifferenzen, die 10 Minuten lang 
um die Minute notiert wurden. Wir haben die Versuche stets paarweise 
angestellt und den Sauerstoffverbrauch bei verschiedener O,-Spannung 
stets mit dem Sauerstoffverbrauch bei atmospharischer O,-Spannung 
verglichen. 

Die verschiedenen Gasmischungen wurden in einem groben Gaso- 
meter durch Mengen von Luft und reinen Stickstoffs hergestellt. Zur 
Herstellung reiner O,-Atmosphare gebrauchten wir reinen Sauerstoff 
aus einer Bombe. Das Respirometer wurde stets 2 Minuten lang mit 
einem kraftigen Strom der betreffenden Gasmischung ausgespiilt'). 

Wir wollen der Kiirze halber die Resultate tabellarisch zusammen- 
fassen. Wir bezeichnen die atmospharische Sauerstoffspannung mit 
1), Atm. und beziehen die weiteren Verdiinnungen auf diesen Wert. 
Reiner Sauerstoff ist als 1 Atm. verzeichnet. Die Zahlen bedeuten 
den Sauerstoffverbrauch in 10 Minuten in Kubikzentimetern. 








Versuchs- Oz-Spannung 1 Atm. Verenche Op y-Spannung in Atm. 
Nr. 1 ‘ls 3 Vie6 Nr. 1 1/5 Mins " 
l 142 139 -- _ 5 -- 129 132 
2 152 139 — _ Sa — 132 132 — 
3 165 165 — _ 6 — 99 — %6 
4 _ 172 152 —_ 7 —_ 125 _— 128 
8 - 132 — 135 


Unter neun Versuchen ist also der Sauerstoffverbrauch bei der 
héheren und niedrigen Sauerstoffspannung siebenmal praktisch gleich, 
einmal um etwa 2, das andere Mal um etwa 13 Proz. héher, ein Unter- 
schied, der unserer Ansicht nach noch durch Versuchsfehler bedingt 
sein konnte. Auf jeden Fall scheint uns prinzipiell der Versuch mit 


') Siehe die Zeichnung dieser Zeitschr. 157, 55, 1925. Das Gas wurde 
im Réhrehen des SeitengefaiBes eingefiihrt. Der geschliffene Stopfen des 
SeitengeféBes wurde so gedreht, daB das Gas nur in das Kélbchen ent 
weichen konnte, gegen dessen Boden es also senkrecht angeblasen wurde. 
Dann entwich das Gas durch das lange Rohr. Das hier entweichende Gas 
wurde noch durch Wasser geleitet, um sich zu iiberzeugen, daB der kriiftige 
Gasstrom den richtigen Weg nahm, 


%)* 
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gleichem Sauerstoffverbrauch mehr zu sagen als der Versuch, wo bei 
héherer Spannung mehr Sauerstoff verbraucht wurde. In Anbetracht 
auch der tiberwiegenden Zahl der Versuche mit gleichem Sauerstoff- 
verbrauch denken wir feststellen zu kénnen, daB die Oxydations- 
geschwindigkeit des Diamins im gemessenen Spannungsbereich prin- 
zipiell unabhangig ist von der Sauerstoffspannung. 

Im Hamoglobin des Blutes haben wir eine Einrichtung, um die 
Sauerstoffspannung der Gewebe von der Sauerstoffspannung der 
AuBenwelt unter weiten Grenzen unabhangig zu machen. Es scheint 
aber im Oxydationsferment noch ein zweiter, ebenso bedeutender 
Mechanismus vorzuliegen, um nun die Oxydationsgeschwindigkeit in 
den Zellen selbst von der Spannung unabhingig zu machen. Durch 
diesen doppelten Mechanismus, Himoglobin und Oxydationsferment, 
wird nun versichert, daB, solange noch geniigend Sauerstoff anwesend 
ist, um den Bedarf zu decken, die Oxydationsprozesse ungestért mit 
derselben Geschwindigkeit laufen und nicht von Augenblick zu Augen- 
blick mit der anwesenden Sauerstoffspannung schwanken. 

Diese Unabhingigkeit der Oxydation des Diamins von der Sauer- 
stoffspannung laBt sich kaum anders vorstellen als durch die An- 
nahme, dab das Ferment (ebenso wie das Himoglobin) zu einer starken 
Konzentrierung des Sauerstoffs befahigt ist. Einer von uns hat friiher 
gefunden'), daB dasselbe auch mit dem Diamin selbst der Fall ist, da 
die Oxydationsgeschwindigkeit des Diamins auch von der Konzentration 
des Diamins unabhingig ist. Vielleicht haben wir in der Konzen- 
trierung der beiden in Reaktion tretenden Elemente (Diamin und 
Sauerstoff) das Wesen der Fermentfunktion zu ersehen ? 


Zusammenfassung. 
Die Oxydationsgeschwindigkeit des p-Phenylendiamins durch 
den gewaschenen Diaphragmamuskel des Schweines ist im Spannungs- 
bereich von | bis '/,5 Atm. O, von der Sauerstoffspannung unabhangig. 


1) Diese Zeitschr. 157, 67, 1925. 


























Uber die Wirkung 
der Ionen Ca, K und Mg auf den Sekretionsmechanismus 
der Magendriisen. 


Von 


Y. Mukoyama (Tokio). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 15. Februar 1925.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die Kationen Ca, K, Mg und Na _ beherrschen in ihrer 
Lésung in der Kodérperfliissigkeit die Erregungsverhiltnisse im 
vegetativen Nervensystem und in den Erfolgsorganen, Muskel- und 
Driisenzelle. Dariiber liegen zahlreiche Arbeiten in der Literatur vor 
(1, 2, 3, 4). 


Dieser EinfluB der Ionen gipfelt in ihren ursiichlichen Bezichungen 
zur kolloidalen Natur des EiweiBes, zu den elektrischen Ladungen an 
den EiweiBmolekiilen der Zellen und unter arkderem ganz besonders 
auch in ihrem EinfluB auf die Reaktionen an einzelnen Punkten der 
Zellen, unter denen deren Verkniipfungsstellen mit der Nervenfaser 
besonders zu beachten sind. So hat F. Kraus (1) mit seinen Mitarbeitern 
zeigen kénnen, da8 am isolierten Froschherzen unter dem Einflu8 einer 
relativen Kalium- bzw. Calcitumvermehrung die Aciditatsverhiltnisse der 
Zelle sich andern, daB Kalivermehrung dazu fiihrt, daB der Kolloid- 
elektrolyt OH-Ionen abgibt, Caleciumvermehrung aber eine Abspaltung 
von H-Ionen bewirkt; da® nach peroraler Zufuhr von Kalium bzw. 
Calcium sich im Harne das Verhiltnis der primiren und sekundiren 
Phosphate dndert, was darauf hinweist, daB auch im Gesamtkérper 
Anderungen in den Aciditatsverhi!ltnissen durch diese Ionen hervor- 
gerufen werden. So scheint die Kaliwirkung identisch mit einer Saure- 
wirkung, die Calciumwirkung identisch mit einer Laugenwirkung zu sein. 
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Zondek (2) hat ferner die Aufmerksamkeit darauf gelenkt, daB in der 
Regel die Kaliumwirkung mit dem Reizungserfolg der parasympathischen, 
die Caletumwirkung mit demjenigen der sympathischen Nerven konform 
geht. Er stellt sich vor, daB die vegetativen Nerven die Kali- bzw. 
Calciumkonzentrierung in der Zelle an bestimmten Orten und in bestimmter 
Richtung dirigieren. Uberdies beeinflussen natiirlich die Tonen auch den 
Erregungszustand der vegetativen Nervenzellen selbst nach MaBgabe 
ihrer allgemeinen Beziehungen zu jeglicher Zellfunktion. Es besteht also 
am vegetativen Nervensystem mit seinen Erfolgsorganen (Muskel- und 
Driisenzelle) der Zustand, daB sowohl die Ionenmischung des Milieus 
zur Funktion der Nervenzellen in Beziehung steht, und daB diese auch 
ihrerseits die lonenwanderung im fliissigen Milieu der einzelnen Zellen 
ihrer Erfolgsorgane dirigieren. 


Uber den EinfluB der Kationen Ca, K, Mg und Na auf die 
Magensaftsekretion sind aber bisher nur sehr wenige Erfahrungen 
gesammelt worden. Wilenko (5) fand im hiesigen Laboratorium, 
daB die intravendse Injektion einer 20proz. NaCl-Lésung beim 
Pawlowschen Magenblindsackhund eine deutliche Magensaftsekretion 
bewirkt. Uber den EinfluB der drei anderen Kationen, Ca, K 
und Mg, nach ihrer intravenésen Injektion auf die Saftsekretion 
dieses Blindsacks war bisher nichts bekannt. Ich habe daher 
diese Versuche gemacht und habe gefunden, da beim niichternen 
Tiere die intravenédse Injektion kleiner K- und Mg-Mengen 
eine Magensaftsekretion hervorruft, deren GréBe abhangig ist 
von der GréBe der Dosierung der genannten lIonen, daB aber eine 
intravenése Ca-Injektion regelmaBig bei einer durch eine gleich- 
zeitige digestive Reizung der Magenschleimhaut ausgelésten Se- 
kretion eben diese NSekretion hemmt. Der Grad der Hemmung 
geht hierbei ebenfalls parallel mit der Grébe der verwandten 
Ca- Dosis. 

Auch die durch  psycho-physiologische  Prozesse, niaimlich 
durch Necken mit vorgehaltenem Fleisch ausgeléste Sekretion 
wird durch eine gleichzeitig vorgenommene intravenése K-Injek- 
tion gesteigert, durch eine gleichzeitig vorgenommene Ca-Injektion 
aber gehemmt. 

Mit der Hemmung und der Steigerung der Saftsekretion wird in 
der iiblichen Weise das an der Fistel abflieBende Sekret schwicher 
oder starker sauer, ohne da®B daraus natiirlich etwas auf einen verschie- 
denen Saureprozentgehalt des nativen Saftes im Moment seiner Ent- 
stehung geschlossen werden kann. Bei den Calciumversuchen, be- 
sonders bei denen mit groBen Calciumgaben, war es in vielen Fillen 
sehr auffallend, daB das sparlich aus der Fistel noch abflieBende Sekret 
lange Zeit eine auBerst schwach saure Reaktion hatte. Es lohnte 
vielleicht doch der Miihe, einmal zu untersuchen, ob durch Beein- 
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flussung der Driisenzellen oder ihres Nervensystems es experimentell 
méglich ist, eine isolierte oder wenigstens intensivere Sekretions- 
hemmung an den Belegzellen als an den Hauptzellen oder umgekehrt 
herbeizuftihren, 

Meine Beobachtungen tiber die Fermentkonzentration der ein- 
zelnen Sifte geben allerdings keinen Anhaltspunkt dafiir. Sie zeigen 
nur, daB der durch die Kaliuminjektion .und Magnesiuminjektion 
erzielte Saft einen mindestens normal grofen, vielleicht sogar ge- 
steigerten Pepsingehalt hat. 


Zu den Kaliumversuchen ist noch zu bemerken, daB hier die stark 
excitosekretorisch wirkenden Kaliumdosen schon mit den _ toxisch 
wirkenden und das Leben des Tieres bedrohenden Dosen zusammen- 
fallen. Man kann also mit Kalium im allgemeinen iiberhaupt keine 
sehr betrachtlichen Wirkungen erzielen, weil man die Dosis nicht 
geniigend steigern kann. 

Auf die Magensaftsekretion wirken aber gleichsinnig Na, K und 
Mg; der Antagonist zu diesen drei Kationen ist das Ca. Bei allen diesen 
Versuchen handelt es sich um eine Anreicherung der Kérpersifte mit 
einem bestimmten Ion Es wird dadurch einmal die gesamte Ionen- 
mischung verandert, andererseits aber auch ein privalierender EinfluB 
des injizierten Ions durch eine relative Vermehrung seiner Menge 
geschaffen. 

Uber den Angriffspunkt der beobachteten Erregungs- und 
Hemmungswirkung sagen diese Versuche noch nichts aus, Man kann 
nur mit Grund annehmen, daB die Wirkung mindestens zum Teil 
eine peripherische auf die Driisenzellen, ihre Zwischensubstanz oder 
die Nervenendigungen an derselben sein wird, aber man wird auch 
an zentrale Wirkungen auf die Zellen des vegetativen Nervensystems 
denken miissen. Nahere Aufklérung iiber diese Fragen soll eine zweite 
Mitteilung bringen. 

Bei den besonders von Zondek (2) festgestellten Beziehungen 
zwischen dem K und dem Parasympathicus einerseits und dem Ca 
und dem Sympathicus andererseits wird man nicht fehlgehen, wenn 
man annimmt, daB auch bei den Erscheinungen an der Magensekretion 
die Kaliumwirkung eine parasympathische und die Calciumwirkung 
eine sympathische Wirkung ist. 


Da nun Na und Mg gleichsinnig wie Kalium in dieser Weise wirken, 
wird man wohl auch bei ihnen die parasympathische Beeinflussung 
annehmen diirfen. 

Das auffallendste Ergebnis meiner Arbeit ist aber die Konstanz 
der Hemmungswirkung des Caleciums. Wenn man diese Calcium- 
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wirkung mit der Adrenalinwirkung am Pawlowschen Blindsack ver- 
gleicht, dann fallt erst recht auf, wieviel regelmaBiger hier das Calcium 
hemmend wirkt als das Adrenalin, bei dem zwar auch die Hemmungs- 
wirkung die Regel ist, aber bei dem man doch gelegentlich auch gar 
keine eindeutige Wirkung beobachtet. Die einschlagigen Verhaltnisse 
sind ausfiihrlich kiirzlich von Bickel (6) dargestellt worden. Ich will 
hier auf diese Fragen nicht naher eingehen, sondern mich nur darauf 
beschranken, hervorzuheben, daB8 beim normal innervierten Magen Ca 
mit steigender Dosis immer starker hemmend wirkt. Diese Tatsache 
ist deshalb von groBer Bedeutung, weil sie bei den zweifellos vorhandenen 
Beziehungen der Ca-Wirkung zur Sympathicuswirkung zeigt, dab 
beim pormal innervierten Magen der Hemmungsnerv fiir die Magen- 
driisen sympathischer Natur sein muB, ein SchluB, zu dem Bickel in 
seiner genannten Arbeit auf Grund anderer Versuche ebenfalls ge- 
kommen ist. 


Zu beachten ist ferner, daB bei den héheren Calciumdosen 
gewohnlich im unmittelbaren AnschluB an die Injektion ein 
rasch voriibergehender Brechreiz auftrat, der bei den Dosen 
von 0,lg CaCl, pro Kilogramm Kérpergewicht dann auch zu 
einem einmaligen Erbrechen von etwas Mageninhalt (es war bei 
diesen Versuchen ja stets Wasser oder Fleisch gegeben worden) 
fiihrte. Die tédliche KCl-Dosis liegt fiir den Hund zwischen 
0,0325 bis 0,035g KCl pro Kilogramm Kérpergewicht. So kann 
man also bei der Kaligabe nicht so hohe Dosen geben wie mit 
CaCl, oder NaCl. 


Folgende Abbildungen veranschaulichen die Versuchsergebnisse. 
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Abb. 1. 4. Hund. CasVersuche bei gleichzeitiger Wassergabe per os. 











S@ureorad «<<< 





307 





Wirkung der lonen Ca, K und Mg auf den Sekretionsmechanismus usw. 





130 13 
tay 12 +4 ttt test bhetg tp hpe 
0 nM + + 
, 700 
| 90 | 
| 
ad 
270-87 
S 
& 60 26 
S 59 5 
§ 
“oO ¢ 
30.6063 
20 2 
70 7 
0 
m” 
Fleisch Fleisch Fleisch Fleisch Fleisch + Ca 
allein. + Ca + Ca + Ca nach 
0.025 g 005 g 0,075 g 1 Stunde 0.1 g 
pro kg. pro kg. pro kg. 
r os. 


pro kg. 
Abb. 2. 4. Hund. Ca-Versuche bei gleichzeitiger Fleischgabe pe 


SG 8 8 8 & 
nna — 


re 
& 





Se 
zeae 







Ww 





’ Zz Zz 
Zeitin V2 Stunde 
| 0015 g 0.0175 g 002 g | 0,025 g 0.0275 g 003 g 
| pro kg. pro kg. pro kg. pro kg. pro kg. pro kg 
Abb. 3. 4. Hund. K-Versuche bei niichternem Tiere. 






+++ 
++ 
jah | 












03’! wr wv 
Zeit in 

002 g 0,025 g 003 g 

pro kg. pro kg. pro kg. 

. Mg»Versuche bei niichternem Tiere. 


O15 g 


pro kg. 
\bb. 4. 4. Hund 














308 Y. Mukoyama: 






































- o£ Experimenteller Teil. 
= frit Die Versuche habe ich an vier 
60) Wry Hunden von 9 bis 17 kg Kérper- 
55 gewicht gemacht, denen ein Pawlow- 
[ 50 20 scher Magenblindsack angelegt worden 
les ts war. Die Tiere bekamen pro Kilo- 
meh gramm Korpergewicht 0,015 bis 0,1 g 
§ g, CaCl, in Wasser gelést intravends 
~e id injiziert; bei den Kaliumversuchen 
430 812 ; waren die Dosen 0,01 bis 0,03 g KCl 
25 S10 IH in Wasser gelést. Die Injektionen 
20 0s wurden teils bei niichternen Tieren, 
15 Sas teils bei den Tieren gleichzeitig oder 
10 04 1 bis 2 Stunden nach einer Fiitterung 
mit Fleisch oder aber gleichzeitig 
sda mit einer Wassergabe gemacht. Die 
0° *tiwT wr setwrw ti1 wrx  Magnesiumversuche mit 0,015 bis 
Zeit @ "2 Stonde 0,03 ¢g Mg Cl, pro Kilogramm wurden 

Neck- Ca Ke bei niichternen Tieren gemacht. 

— ee oe Die Konzentration der injizierten 
: Secle Necks Lésungen war 2 bis 5 proz.; nur bei 
versuch versuch den Versuchen mit Injektionen von 
0,075 g 0,025 g 0,lg CaCl, pro Kilogramm Korper- 
bey wbe 4 gewicht war die Konzentration 10proz. 


Abb. 5. 4. Hund. Neckversuche. a 
P , Alle Versuche habe ich an den 


Hunden gemacht, nachdem sie 18 bis 
20 Stunden niichtern gehalten worden waren. Vor jedem Versuch habe 
ich ferner 60 bis 90 Minuten lang den Absonderungsvorgang am Magen- 
blindsack beobachtet. Bei Hunden, die iiberhaupt eine starke Sekretion 
zeigten, konnte ich 6fters unter diesen Versuchsbedingungen keinen volligen 
Stillstand der Sekretion sehen. Ferner habe ich bei jedem Versuch die 
abflieBende Magensaftmenge von 10 zu 10 Minuten gemessen und die 
Reaktion mit Lackmus und Kongopapier gepriift. 

Die Schleimbeimischung zum Magensaft ist in der Tabelle schitzungs- 
weise danach angegeben, ob die gequollene Schleimflocke %, 14 usw. der 
ganzen Magensaftmenge ausmachte. Ist nichts angegeben, so war der Saft 
makroskopisch schleimfrei. Die Acidititsangaben bezeichnen die Zah! der 
zur Neutralisation verwandten Kubikzentimeter n/10 Natronlauge bei 
Dimethylamidoazobenzol als Indikator, berechnet auf 100cem Magensaft. 
Yn den Kurven also geben die Saurekurven nur die freie Salzsiure an. Die 
Fermentzahlen geben die Fermenteinheiten in 1 cem Magensaft nach der 
Edestinmethode von Fuld an. 


1. Hund, 


Mannlich. Kérpergewicht 9,8kg. Operation am 4. Juni 1924, Der 
Hund starb am 24. Tage nach der Operation im AnschluB an eine Chlor- 
kaliuminjektion von 0,035 g KCl pro Kilogramm. 

CaCl,-Versuche | bis 4 zwischen dem 16. und 23. Tage nach der 
Operation. 

K Cl-Versuche 5 bis 7 zwischen dem 18. und 21. Tage nach der 
Operation. 
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Versuch 1. 


Wasserversuch (16 Tage nach der Operation). 
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Versuch 4. 





Fleisch-Chlorealciumversuch (23 Tage nach der Operation). 
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Versuch 7. 

Chlorkaliumversuch bei niichternem Tiere (21 Tage nach der Operation). 
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2. Hund. 

Mannlich. Kérpergewicht 10,1 kg. Operation am 2. August 1924. Der y 
Hund starb am 30. Tage nach der Operation im AnschluB an eine Chlor- 
kaliuminjektion von 0,0325 g KCl pro Kilogramm. 

CaCl,-Versuch 8 bis 12 zwischen dem 13. und 23. Tage nach der 
Operation. 

KCl-Versuche 13 bis 15 zwischen dem 14. und 24. Tage nach der 
Operation. 
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Wasserversuch (13 Tage nach der Operation). 
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Operation). 
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Versuch 12. Fleisch-Chlorcalciumversuch (23 Tage nach der Operation). 
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Il 1,3 10:25 , + 100] 27 \o'25 ie 
12 0,05 * aa 28 ea 35 eZ + 
13 eles 25 Pe + 29 O85'C am + 58 
14 a + 58 30 lo'as 25 schleimig a 
15 ” les 55 vad Ft 
Versuch 13. Chlorkaliumversuch (14 Tage nach der Operation). 
1 ps sauer + 13 (7 7 diinnschl. |sauer + 
2 06 schleimig = + 18 14 150'05 S FS + 32 
3 lo - 15 lo’ eae | 
ones ¢ Cc hlorkalium pro kg Kéepergew. intraven. 16 0.9 au ‘ 4 
5 1,0 O4 dunnschl roe + 26 iy it lo’ oe ® +|@ 
. ° ” | 
6 los midy ~ Xs + » 4 
7 | 0,35 » i+ on ae eke 
8 |1,3 10'35| dinnecs. ” | 90 20 1,1 7 ne + 38 
9 lo6o0 4, She = 0,22 + 
10 | 0,65. diinnsehl. ~ 23 O8 (2 03 ochiohaig " r 230) 
11 (1,85)0,50 - » + | 24 2% 6° COlo3 ” ” 2 te 
12 07} » i+ 7 : 
Versuch 14. Wasser-Chlorealciumversuch (22 Tage nach der Operation) 
l (ol schleimig \2 ?./— eee *blorkalium = kg a. intravenés. 
23 —_— 7 unnse sauer + 
3 le a > lhe 17 3,05/0.75 litle 
= Agus dest, per os Ae Sonde, 18 11,60 ; 3 + 
4 0,8 | diinnschl. | sauer > 19 (9,9 9 li, 
5 3,1 0, 95) ” + 39 20 2.3 7 ~~ diinnschl. s 39 
6 1,35) » |+ 21 \o.7 : 
7 fr | - a 22 (o 75 al, q 1. 
8 19 » +) 78] 23 18 ais . +o 
9 he 7 » it 24 lo’> 25 - +- 
10 08 » i+ 25 05 F . 
ll 165/0's 0,55 » + 621 96 16 I) . | ah Pee 
12 0.3 . i+ § 1 \ 
27 of 7 . = 
13 (o3 ~ it 28 0. 35 uy. 4 
14 085/03 es + | 36 29 (0,7 (0,1 schleimig iS 4 30 
15 lo.25 . (on 30 \o'25 




















314 Y. Mukoyama: 
Versuch 15. 
Chlorkaliumversuch (24 Tage nach der Operation). 
I 
ef § Magen. Schleim- 3¢ $¢)B=|e85 Magen- Schleim | $¢ Ee $= 
+ 2 é salt: bei- Es ss\ #] Tey satt- bei- Es ae raed 
S=5 menge Ct et Es ‘ts = menge “4 ied Ee 
t De BRS mengung #2 Z*RE Nad - mengung | $2 32 RE 
l (0,15 sauer + 13 (0.8 1 + 
2 045/02 : m +) 16 14. 2,2 0,85 diinnschl. sauer| + 28 
3 0.1 iol 15 0.55 me 
0,03 g _nos pro kg Kérpergew. 4 oes 16 0.6 + 
* - € 
5 [1,3 {02 sauer + 20 7 oe 1 » |+/8 
6 los li, oe is ’ . + 
‘. 05 7 + 19 0,25 + 
‘ .* 9 ~ ‘ 
8 115/03 _ |+! 29 4 1,0 _o » | +| 32 
9 \o'35 . i+ o 4 “ js + 
10 (0.2 + = jas ce 3 7 hie 
It 18 /03 4+ 18 33 0.9 \¢ o schleimig = + | 26 
12 11'30. schleimig 4 = ~ + 
3. Hund. 


Weiblich. Kérpergewicht 15 kg. Operation am 16. September 1924. 
Der Hund starb am 40. Tage nach der Operation an einer Pneumonie. 


CaCl,-Versuche 16 bis 23 zwischen dem 13. und 32. Tage nach der 


Operation. 


KCl-Versuche 24 bis 


Operation. 


27 


zwischen dem 


Versuch 16. 


19. 


und 


27. Tage nach 


Wasserversuch (durchschnittliche Zahlen aus zwei Versuchen 
(13. und 15. Tag nach der Operation.) 


der 


). 





ef s M + | Schleims | 3 € < e/ B= at §  Magen- | Schleim- ze Se z= 
~ 28 saft- . E= £2 x |~ 22 satt- : Es fe we 
GE= menge | He BE ISZE mene | Pr |60 Be Ee 
Naa an mengung $2 SeisE]Nex | «| mengung G2 Se BE 
- . oom = com 
l O4 — schleimig | .. we 13 05 ao 
2 115/04 s 53 |— —] 14 | 1,2 )0,2: ite | +) 4 
3 lo3s ” }$2 | 15 0,45 | a | 4] 
~ Aqua dest. per “ durch a) 16 (9,35 | 3 1 
5 (735/42 [te |+| 84 1,4 “a ie it|™ 
6 21 ifs |+ ’ ile + | 
4 13 | $i4 19 0,25 de [+] 
8 35 lio tc |+ 109] 2° aad oA a te 
9 0:7 | 2 4 21 0,2 ao | 
| | | 
10 (0,6 je i+ 
Il 145/05 z | + 78 
12 1035 | + | | 









































Wirkung der [onen Ca, K und Mg auf den Sekretionsmechanismus usw. 


Versuch 17. 


Wasser-Chlorealciumversuch (14 Tage 


nach der Operation). 


315 














E his > 2. vel _é pe 
55g| Mager | Sticim | Ae esi iol sed) “aie Shim | Bg 
s=5 menge - “+ BY z 2]}3S= menge ” 4x 
NS2 mengung #2 Se sEINse mengung | # 
= com <a a = com = 
1 (0.3 a, sauer +- 10 0,2 saue 
2 10 (04 iH + | 27 Il 04,01 - 
3 03 als ei - 12 0, ; 
0.05 g Chlorcalcium pro kg Korpergew. intraven., 13 hy m 
200 ccm Aqua dest. per os durch Sonde, 14 13 
4 (03 sauer! + 15 los v 
> 2,1 » |+ 41 16 0,2 
i 3 '. » + 7 10/06 Ps * 
7 4 7 F i 18 0, 2 
8 16 (05 “ + 66] 19 (9,3 a 
if) lo. 4 F- f % 12/05 
21 lois 
Versuch 18. 
Wasser-Chlorcalciumversuch (16 Tage nach der Operation). 
l , 1% 4 | schleimig 2 Ss. 10 | (0.4 | sauer 
2 112 103 , 53 — —] Il /10/03 . 
3 105 2 |4% 12 lo'3 : 
0.075 g Chiorcalcium pro kg Kérpergew. intraven., 13 | (0.2 2 = 
200 ccm Aqua dest. per os durch Sonde. 14 (1,003 | getribt “ 
4 0.0 15 los ° = 
5 1,1 (03° dimnschl. sauer + 10] 16 (0.3 3 , 
6 \0.8 » {+ 17 18/07 P ‘i 
7 (0,2 P 1 18 le’ : . i" 
8 0,95)0.2 ¢ + 40] 19 (9,1 schleimig - 
a 0.35 * ' 20 06/03 a a 
21 lo2 alkal, 
Versuch 19. 
Fleischversuch (durchschnittliche Zah! aus drei Versuchen). 
(17., 24. und 26. Tag nach der Operation.) 
I (2! 15 schleimig ;sauer — 13 (2,7 sauer 
2 0.7 75 05 wv _ on o—_ | a= 14 8.6 4 3.1 - 
3 lo. l 9 » = 15 2 a e 
200 g Fleisch per os. 16 {2,8 ‘. 
+ (8 85 a, sauer + 17 | 6,6 Iso - 
5 17.35 x 4 | gg] 18 0 2 
6 I3'5 50 a? am 19 (23 23 
: 20 | 5,2 “ 
2 He 0 - |+ 21 b 12 
8 '95 a + 133 pane 
9 30 7 T — jl4 ” 
23 2.9/0.6 
10 | (39 » I+] ft oe lo.9 z 
1! 10933 * - 150 25 10 
° 1 ay 
2 3,4 - 2% 18105 ‘ 
27 los 
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orots 
tion 
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+ 


7 
-4 


a 


Saure 
(freie 


146 


116 


93 


76 
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Versuch 20. 


Y. Mukoyama: 


Fleisch-Chlorcaleiumversuch (18 Tage nach der Operation). 





<fs| Magen- Schieims | @¢ Se z= els 
SSS) seit. es |§&£)80|]"33 
#6 S | bei- GS as folzes 
th a Ss FS SS) SS 
NS& | mengung $2 52 KE N32 
- } com | S se jv. - 
1 (0. 3. schleimig | s j— 13 
2 | 1,103 4 es |— 14 
3 les; . it j— 15 
35 g Chlorcalcium pro kg Kérpergew. intraven.,| 16 
200 g Fleisch per os. 17 
4 1,0 a. sauer + 18 
5 27/106 . '+!] al 19 
6 1,1 i 20 
21 
7 ] 4 * 99 
8 68/2 : io} = 
9 3 : - 
10 (2,3 25 
ll 88 (2.0 a + 126] 26 
12 4,5 ue ‘ + 27 
Versuch 21. Fleisch-Chlorealeiumversuch 
1 (3 schleimig | \3. -—— 13 
2 09 —- — 14 
3 lo'2 fg He 15 
0,05 g Chlorcalcium pro kg Kérperyew, intraven.,| 16 
200 g Fleisch per os. 17 
4 (3 diinnschl. |) schw. | — 18 
5 0, 8 . | sauer — | — 19 
6 lo’3 Fa sauer — 20 
21 
7 05 5 é + 
8 | 30 30 [93 . +38} 
x is ae td 24 
10 1,7 » i+ 25 
ll 65 {23 ” |4) 96) 96 
12 | 2.3 » it 27 
— 22. Fleisch-Chlorcaleiumversuch 
(° 0, - diinnschl. |sauer | + 13 
1 0 - ~ +/| 20] 14 
lo2 2 ‘ a 1a 15 
me Chlorcelcium pro kg Kérpergew. intraven., 16 
Fy Fleisch per os. 17 
4 a 1,  sauer + 18 
5 . |+! 15) 19 
6 7103 3 S 20 
21 
7 (9.4 » 99 
8 30/12) 4, > | +! 40] 3s 
9 lua} 4, c - 
10 | 15 : 25 
1] (40/11 z 90} 26 
12 li 27 








Magen-  Schieim- z . 3 e B= 
ont bei- Ee gs oes 
ony 44 Sgis2 
mengung 42 Seige 
ecm _ 
(3.2 a sauer 
8.3 (3,2 _ 136 
\9 ‘ 
3.1 = 
7,142) : 126 
lio 
(2,1 
44/11 x 120 
\12 ; 
| 19 tT 
38/12 , | + 16 
107 ss + 
(0.3 * + 
10 (03 i + 100 
\o'4 =. ae 
(21 roe nach der Operation 
(2,1 sauer 
6 0 l, 4 = + 110 
\2'5 " +. 
2,2 
6,7 {2, ‘ + (120 
\20 » + 
29 He 0 1185 
lo'7 ‘ = oo 
(0.3 “ 
08 (03 +. t | 90 
lo'2 + 
- 2 1. 
0,6 " + 68 
” lo'2 : 
(29 Tage nach der Operation). 
jh? sauer + 
54/18 . | + 1107 
lio % - 
14 . let 
40 /12 . | + jae 
14 ried 
(12 u, 7 : 
3.9 (08 - 108 
\1.9 : 
(9,7 4 

2,0 (09 s 100 
0,4 a + 
{ot uN, > + 

1,15' 0.25 ” 1+! @0 
0,35 ae zs t 
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Versuch 23. 
Fleisch-Chlorealciumversuch (32 Tage nach der Operation). 
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Versuch 24. 





Zeit in 
10+Minuten: 


Perioden 


Schleim: 
bei- 
mengung 


i 


schleimig 


Lackmus+ 
reaktion 


Chiorkaliumversuch (19 Tage nach der Operation). 


Versuch 25. 





13 
14 
15 
16 
17 
18 


19 
20 
21 


22 
23 
24 


13 
14 
15 


16 
17 
18 


19 
20 
21 


22 
23 


: 


los 
12/0 
lo; 


| a 


‘oslo 


volt? 


oolo'4 


19) 


10! 


0,6 
05 
04 


0.6 


O4 


05 
0,6 
0.8 


03 


05 
07 


0,2 


0 3 
04 
0,2 
1,3 
0,05 
0.45 


_ — oe 
5 83 Magen- Schleims 26 $6) $= 
ees | salt. bei- ge sets 
3=5 mene oh et ee 
: 2e aa mengung §2% 2 | z= 
1 (9,3 Als sauer, + 
2 0,8,0,2 — schleimig a + 18 
3 los » I+ 
0.1 g Chlorcalcium pro kg Kérpergewicht intra- 
venés, 200g Fleisch per os (nach 1 Minute 
Brech — ohne Erbrechen). 
4 (o2 sauer + 
5 | 05,0 n + | 10 
‘i lo’3 3| 4, og © 5 
7 (23 vu, 4. 
8 19508 z + 28 
9 0.8 uM, a 
10 Ge a A 
ll | 28{0 is 4+. | 60 
12 ne ge 
l (0.4 ", ‘sauer| + 
2 0,8)0,2 . + 40 
q 0 2 aa 
001g C blorkalium pro kg Kérpergewicht 
intravenos. 
4 (2 sauer + 
5 | 0,7)0.2 , +|@ 
6 0, - diinnschl. + 
7 | (oe » » i+ 
8 0,7,0 - + 30 
i wei riz 
10 Me ” + 
ll 1 alos diinnschl. i. + | 22 
12 . 2 v 
ana T (20 Tage nach ~ 
l Ke schleimig \2 -. = 
2 | opog| , 1 FF — — 
3 (0.4 = 2° — 
0,015 g Chlorkalium pro kg Kérpergewicht 
intravenos. 
4 0,2 | schleimig |} schw. | — 
5 | ies |j Sauer —. — 
6 08 
7 yt 3 | 4 — 
8 1,1\0 ‘ ss — — 
9 | ° | qa |— 
_ 1 sles ; schw ca = 
| los! * [seem 





24 


0,50 


schleimig 


sauer 


- 


Operation). 


diinnschl. 


1 
4 


schleimig 


dunnschl. 


schleimig 


sauer 


orot 
tion 


¢ 


af 


re 
Saure; 
(freie 


Kon 


hi 


1H) 


rad 


104 


110 


97 


58 


40 


42 


38 


10 


10 








‘ 














318 Y. Mukoyama: 
Versuch 26. 
Chlorkaliumversuch (25 Tage nach der Operation). 

& ae: 3 \32 & cae : » boc 
csi§ Magen Schleim: 6 S6 s=fclS Magen Schieim: S€  céle= 
wet satts hei Bs |ss\ 801722 salt: b ES  fS/=0 
Ss = menge sak 44 24 E27SS=E  menge eis am we Bo 
NZS mengung & By S$ ze NS 2 mengung 2 2 = 2 se 

= com - “"“icSi — a 2 © A= 

] fo? schleimig | — 13 0,25 sauer + 
2 O01 a. —_ — 14 1.1040 schleimig a 24 
3 0.2 a j —_ 15 0.45 
0,02 g Chlorkalium pro kg Korpergewicht 
intravenos. 16 0.35 + 

+ 0,6 | schleimig |sauer — 17 0.95) 0.25 16 

5 10/02 —! 18 ‘less 

6 loz | ' 

- 03 19 0,35 a 

$ 13 02 - 10 20 0.95/0.20 + 18 

* - * « 9 

9 los . 21 0.40 4 

10 (1,00 ~ + 22 0,10 

ll 150,25 20] 23 0,85/0,10 20 

12 los 24 065 1, 

Versuch 27. 
Chlorkaliumversuch (27 Tage nach der Operation). 
l 0,20; 7, ‘saner + 13 07 a, sauer 
2 10.75 0,15, schleimig 12 14 160.4 49 
3 0,40, F 15 los 
0,025 g Chlorkalium pro kg Kérpergewicht 
intravenés 16 04 2 + 

4 (oe 1, |sauer 17 -13/03 + 44 

5 | 16,05 » |+|357 18 0.6 1, a 

6 05 es < 

7 05 % a9 03 » it 

8 15/03 i _ 34 20 =-1,0,0,2 ui, + 40 

9 "ler Ms 4 21 06) is - + 

10 0,4 uN, . I+ 22 0,5 ‘Ne » |+ 

1] pe 45 PF ” + 30] 23 1,204 ™ + | 48 

12 1,1 i . - 24 los = + 

4. Hund. 
Mannlich. Kérpergewicht 17kg. Operation am 16. November 1924. 


Der Hund lebte noch bei 
CaCl,-Versuche 28 bis 


Operation (s. Abb. ! bis 4). 
KCl-Versuche 38 bis 43 zwischen dem 78. und 87. 


Operation (s. Abb. 1 bis 4). 
Mg(Cl.-Versuche 44 bis 47 zwischen dem 72. und 76 


Operation. 


AbschluB der Arbeit. 
37 zwischen dem 


13. 


und 


29. Tage nach der 
Tage nach der 


. Tage nach der 
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Versuch 28. 


Wasserversuch (durehschnittliche Zahlen aus zwei Versuchen). 
(18. und 21. Tag nach der Operation.) 





Zeit in Magensaft- Schlei , ' Verdauungs: 
- resi Schleim- Lackmus- Kongorot- Sauregrad  , 5 
—— yanny beimengung reaktion reaktion (treie CIH) —— 
l 0.0 , , 
t oe 
2 0,0 — _ amphoter 
3 0.0 om 
» ; 
250cem Aqua dest. per os durch Sonde. 
4 (28 ~auer t 
5 2.1 (10 , + 70 64—128 
6 lo's . 
7 0.8 ~ 
8 13 lo’s é : 4 64—128 
9 lo’ ; 
10 0,2 a 4 
Il 07 02 : s4 128—256 
12 03 
13 {9,5 - t 
14 1,0 (0.2 > 45 128—256 
15 los 
16 0,3 - 
17 08 (04 ss tC 22 128—256 
Is lol - c 
Versuch 29. 
Wasser-Chlorcaleiumversuch (19 Tage nach der Operation). 
l On Schleim- amphoter 
2 00 haut 
3 TAL) 
0,015 g¢ Chlorcaletum pro kg Kérpergewicht intravends, 
250cem Aqua dest. per os durch Sonde. 
4 {9,6 al schwach sauer — 
5 14 (04 i. sauer c 28 128 
6 los . re 
7 (9,8 . + 
8 0.9 (04 M 4 88 128 
9 0,2 s + 
Lo (9,7 . 4 aa 4. 
1 10 io? uv, si 4 6 256 
12 0,1 
13 (9,0 ‘ 
] uon. . D yet ea 
a 1,0 leo schleimig ” ’ 34 ae 
16 0.3 = < 
7 0,3 | 40 128 


0.0 
18 loo 














320 Y. Mukoyama: 
Versuch 30. 
Wasser-Chlorcaleiumversuch (20 Tage nach der Operation). 
4 ] | 
Zeit in Magensafts | coi teim en een — | Verdauungs- 
“ ~ : ‘ ‘ gorot: Sauregra 
ge oo: | beimengung reaktion reaktion Gaeie CAH) | kraft SS” 
4 0.0 Schleim- 
2 00 0 amphoter 
} 00 
0,025 g Chlorealeium pro kg Kérpergewicht intravendés, 
250cem Aqua dest. per os durch Sonde. 
4 (9.0 
5 10/01 sauer + 72 64 
6 loo 1, 7 + 
7 sian 1,0 + 
s s + 86 128 
% “Vos te + 
10 {2.1 }- 
11 0.8 (0.0 B o 76 128 
12 lo7 7 a. ‘ + 
13 (oe 
4 04 - : 20 128 
5 lot 1 schleimig LC 
16 (oe 
7 0,1 2 _ —_ _ 
Is Se 
Versuch 31. 
Wasser-Chlorealciumversuch (22 Tage nach der Operation). 
] 00 
2 00 Schleim-  schwach sauer 
3 00 haut 
0,0375 g Chlorcaleium pro kg Kérpergewicht intravenis, 
250cem Aqua destillata per os durch Sonde. 
4 0.0 
5 0,0 Schleim- amphoter 
6 0.0 haut schwach saver 
7 ios schleimig = sauer t 
8 1.9 w + 60 (4 
9 lore : 
10 03 ‘ + 
il 0510.1 " + 84 ti 
12 0, . ‘ + 
13 (9,1 e + 
14 0.8 10.6 1, E + 80 128 
15 lo,1 : + 
16 0,1 “ 4 
17 04 0.0 % + 30 128 
18 los 2, . + 
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Versuch 32. Wasser-Chlorcalciumversuch (23 Tage nach der Operation) 





Zeit in Magensaft- Schleim a Kon . Verdauungs- 
. 4 ‘ ‘ , ‘ gorot- Sauregrad : 
a | oo beimengung reaktion reaktion (freie ein —— 
1 0,0 Schleimhaut +amphoter 
2 0.0 
3 00 


0.05 g Chlorcalcium pro kg Kérpergewicht intravenés, 
250cem Aqua dest. per os durch Sonde, 
0,0 


4 

5 02 lo’ 0 — Schleimhaut | amphoter 

6 lo2 2 diinnschl. x oa = 64 
7 Re sauer t+ 

8 0.6 e + 76 64 
9 lo" : a die 

10 (9, l ‘ + 

ll 03 201 - + OO 64 
12 lo : i 

13 00 

i4 03 100 

5 03  diimnschl. - + 20 128 
16 (0, 30 schleimig - — 

17 0.55/ 0,25 me = _— — 128 
18 \o.00 


Versuch 33. Fleischversuch (durchschnittliche Zahlen aus zwei Versuchen). 
(13. und 16. Tag nach der Operation.) 


l 0.0 = Schleimhaut schwach saver 
2 00 
3 00 
200g Fleisch per os. 
4 he 3) sauer - 
5 2 na ° 7 78 128 
6 1,50 ‘ + 
7 | L5 = + 
8 45 i Ls 3 " + 112 32—128 
0 ‘ L5 . + i 
10 (1,5 
ll 48 18 m ot 123 32 
12 l, 5 = + 
13 hi 1 % os + 
14 3.9 ? + ° 126 32 
15 WV « . + 
16 [0.86 ” he 
17 2.55) 0. ” oo 114 32 
18 lo'a0 80 : + 
19 0.8 - + 
20 «23 107 : + 88 32 
2] lo's : i 
2 0,55 2 + 
23 1,05 0. 30 * + 62 32 


24 |0/20 : + 
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Versuch 34. 


Y. Mukoyama: 


Chlorealerum-Fleischversuch (14 Tage nach der Operation 





teeter tes emtncetlK 





Zeit in 
10*Minuten- 
Perioden 


l 
3 


Maygensaft- 
menge 


cm 
0.0 


0,0 
0,0 


Schleim: 


beimengung 


| Schleimhaut 


Lackmus: 
reaktion 


schw. sauer 


Kongorot- 
reaktion 


Sauregrad 
(freie CH) 


Verdauungs: 
kratt (Pepsm- 


einheit) 


0,025 g Chlorcatcium pro kg Kérpergew. intravenés, 200g Fleisch per « 


5 


16 


21 


Versuch 35. Fleisch-Chlorealeiumversuch (15 age nach der Operation). 
| Schleimhaut amphoter 


] 


2 
3 


(0,0 
24'09 
15 
jl2 
3.0 °L1 
0,7 
{1,2 
3,2{1,1 
0.9 
(1,3 
23/06 
lo'4 
(9,2 
18 (69 
lo'7 
(2,9 
16/02 
los 


05 
0.9103 
\o.1 

0.0 


0.0 
0,0 


diinnschl. 


sauer 


» 


HS.) 


94 


108 


102 


106 


96 


128 


4 


32 


$2 


0,05 g Chliorealeium pro kg Kérpergewicht intravenés, 200g Fleisch per 


Cesc ust 


(0,0 
0.5/0.0 
” los 
(°, 1 


0.4 
lo's 
| 0,6 
13/04 
lo'3 


0,4 
14/06 


1,0 


schleimig 


schwach 
sauer 
saner 


p 


+ 


t++++++4+44- 


ttt ptt 


52 


106 


110 


128 


128 


4 


ue 
ih) 


+s 
te 





s 








i 











Versuch 36. 


Wirkung der Ionen Ca, K und Mg auf den Sekretionsmechanismus usw. 


Fleisch-Chlorealciumversuch (17 Tage nach der Operation). 
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' Zeit in | Magensatt- 
10sMinuten: | menge 
Perioden om 
] 0.0 
2 0.0 
3 0,0 


5 


6 


9 
10 
1] 
12 
13 
14 
15 
16 

‘ 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 











Schleim: Lackmus- 
beimengung reaktion 
Schleim- | amphoter 

haut 


: Verdauungs- 
Kongorot- Saurecrad 
i . . kraft (Pepsin 
reaktion (treie CIH) einheit) 


0,075 g Chlorcaleium pro kg Koérpergewicht intravends, 
200g Fleisch per os. 


0.0 
0.0 
00 
0.0 
06/05 
0.1 
(9, ] 
0.5 {0.1 
los 
03 
0.5 
lo's 
ioe 


13 


05 
i 


a l 
(92 
04°02 
01 


Fleiseh-Chlorealeiumversuch (29 Tage 


0.0 
0.0 
0.0 


(5 
3.0 
is 


es lis 
2) 


Schleim- 
haut 


amphoter 


schleimig schwach alkal. 
sauer 


Versuch 37. 


schwach 
sauer 


Schleim- 
haut 


64 
4 84 
+ 10 
+ 
of Oy 
= 

82 


200g Fleisch per os. 


sauer 


104 


aa 


0,1 g Chiorealeium pro kg Kérpergewicht intravends 
(nach 2 Minuten zwei kleine Fleischmassen erbrechen). 


05 
0.1 
lo'2 


08 


sauer 


— 
+ 10s 


-4.. 


nach der Operation). 


128 


12s 


4 


te 


“ 
te 


128 


128 


~ 
te 
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Versuch 37 (Fortsetzung). 
Zeit in Magensatt- a : ; , - | Verdauungs- 
Schleim- Lackmus- Kongorot- Sauregrad 
a — beimengung reaktion reaktion (treie Cin) ee 
13 0,2 sauer + 
4 1,2 70,3 . + 4 32 
15 O7 + 
16 0.6 . 4 
17 2.1 (038 " + Ow 32 
18 lo.7 . + 
19 0.6 - os 
20 18 (04 a + 90 32 
21 los 1, + 
22 0.6 ‘ + 
23 1,2 (0.2 - + 88 32 
24 lo'4 : + 
25 (9,7 * + 
25 23/05 n 74 32 
27 {1,1 3, R $+ 
28 (0.5 Pe « 
29 11 03 70 32 
30 03 : + 
31 0,2 ai + 
32 0,9 }0.2 ‘ + 60 64 
33 O05 - “} 
Versuch 38. 
Chlorkaliumversuch (78 Tage nach der Operation). 
I (0,1 schleimig amphoter _— 
2 0,25) 0,05 » - -—- 16 
3 0,1 " fs — 
0,015¢ KCl pro kg Kérpergewicht intravenis. 
4 (0,05 schleimig — 
5 0.2 (0,1 . amphoter — 128 
6 loos - schwach alkal. _— 
7 {0,05 - = — 
8 065/05 . e — 64 
9 0,1 . “4 — 
1 (0,0 
1 O1 (00 128 
12 lo ” schw. saver --- 
13 0,1 - sauer --- 
14 O4 [0.25 a ‘ —_ 128 
15 loos " . —_ 
16 {9,0 
17 01 (0,1 ‘ — 
Is loo 
19 (2.0 
20 0,055 0,0 
21 10.05 ; : ~ 
22 0,0 
23 0.0 
24 oo 











Versuch 39. 


Chlorkaliumversuch (79 Tage nach der Operation). 
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Zeit in Magensaft. Schleim: Lackmus~ Kongorot- Sauregrad 
yy pony bei mengung reaktion reaktion (freie C1H) 
l (9,1 schleimig | schw. saver _ 
2 0.2 (0.1 =— — 
3 00 
0,0175g KCl pro kg Kérpergewicht intravendés. 
4 (0.2 schleimig | schw. saver —_ 
5 03 (00 ome — 
6 0,1 =e 
7 (9,0 : sia 
5 0,.35'0,20 ‘s 9 oo aa 
9 0,15 ¥ sauer _ 
10 (0,35 - . — 
ll 10 (0.65 diinn- . — _ 
12 \¢ 0 | schleimig - 
13 (0,05 schleimig- a + 
l4 04 (020  fliissig : +. 26 
15 O15 + 
16 0.0 9 =e 
17 07 — schleimig a _- _ 
Is 0,65 . ® — 
19 (0.0 
20 03 103 P om = 
21 loo 
22 {0,25 ‘ 
23 0,255 0.0 oa 
24 00 
Versuch 40. 
Chlorkaliumversuch (81 Tage nach der Operation). 
l 0.0 i 
2 00 Schleim-  alkalisch 
3 0.0 haut 
0,02 ¢ Chlorkalium pro kg Kérpergewicht intravendés. 
4 {9,0 
5 0.4/0.4 schleimig | sechwach — — 
6 loo alkalisch 
7 O15 diinn- “. 
8 0,15, 0,0 fliissig os — 
9 loo 
10 0,2 m — 
ll 0.6/0.0 - 
12 lo'4 Z schw. sauer _— 
13 (0.4 " sauer — 
l4 0.9/0.2 i + 4 


1s 03 a, 





Verdauungs 
kraft (Pepsin. 
einheit) 


32 


128 


128 


256 


256 
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Versuch 40 (Fortsetzung). 
Zeit in Magensaft- Schleim- Lackmus- Kongorot Sauregrad Verdauungs- 
ye pony beimengung reaktion reaktion (freie ti SNiokel) 

16 O15 Sauer 

17 0.5'0.25 34 128 
18 10/10 

19 {?, l 
20 0,3; 0.0 —- 256 
21 lols 2 = schleimig -- 
22 (0,6 “ — 
23 06/00 32 
24 lo’ 0 

Versuch 41. 
a (82 Tage nach der Operation). 

l {9,2 schwach — 

2 0350.0 sauer — 4 
3 01 af a 

0,025 g Chlorkalium intravenés. 
(0 10 schleimig — schw. sauer — 

a) 0.45) 0,15 — — 64 
6 lo. 20 Siete 

7 0,10 “ — 

8 0,65! 0,30 1 - u- 128 
9 0.25 aahe 

10 (0.1 10 t 

11 0.6) 0,25 a, n 18 128 
2 lo’ - 

13 \9,4 4, 

14 1,1;0,2 38 256 
15 los WV 

16 (0.1 l 

17 0.4/0 ai, ? 4 2565 
18 lo 1 = schleimig C 

19 0,10 ates 
20 0.25 0:05 = — 128 
21 lo: 10 ia 
22 (0,0 " ‘oan 
23 0.25'0,15 — 32 
24 0.10 —_ 

Versuch 42. 
Chiorkaliumversuch (85 ‘Tage nach der Operation). 

l 00 Schleim- schwach 

2 0,0 haut alkalisch 

3 0.0 

0,0275 g Chiorkalium pro kg Kérpergewicht intravenis. 

4 A _ schwach 

5 0.25) ¢ schleimig  alkalisch — — — 
6 00 
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Versuch 42 (Fortsetzung). 
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Zeit in 


10*Minuten- 


Perioden 


‘ 


Pe 


- 


10 
1] 
12 
13 
I4 
15 
16 
7 
Is 
ig 
20 
2] 
22 
23 
24 


a) 
6 


9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 


21 
22 
23 
24 
25 
26 


Magensaft- 
menge 


com 
(9,0 
01 
los 
(0,55 
1.2°0.30 
0.35 
03 
08'0.2 
lo's 
(0,15 
0.5'0,20 
0,15 
0.0 
0.0 
los 
(0,0 
0.05'0.0 
0.05 


O04 


Os 


Chiorkaliumversuch (87 Tage nach der Operation). 


(9,0 
O15 
0.0 


O15 


0,03 ¢ Chlorkalium pro kg Kérpergewicht intravenés. 


0.05 
035/010 
0,20 
O15 
0.720.25 
0,30 
(0,05 
0.10 
lo'20 
{0,8 
1,7\04 
lo's 
0,35 
1,15, 0,50 
\o'30 
0,30 
0.15 
loll 
0.2 
03 
lo'6 
0,30 
0.15 
loo 


0,35 


0,55 


11 


0,45 


Schleim- 
beimengung 


schleimig 
dunnschleim 


schleimig 


schleimig amphoter 


dunnschleim 
schleimig 


a7 
2 


dunnschleim 


Lackmus- 
reaktion 


sauer 


Versuch 43. 


schw. sauer 


Sauer 


Kongorot+ 
reaktion 


t 


H++ + 


(freie 


Is 


42 


26 


24 


44 


Sauregrad | 
CH) | 


Verdauu 
kratt (Pe 
einhe: 
32 

128 


256 


128 


128 


64 


128 


256 


256 


256 


128 


128 


ngs: 
psin- 
i) 














328 Y. Mukoyama: 
Versuch 44. 
Chlormagnesiumversuch (72 Tage nach der Operation). 
j ! - 
; Ze t in Magensaft- Schleim- Relates ee S d Verdauungs- 
—— seg belnenene suidian alien (freie C1H) ao 
l 0,0 Schleim- 
2 0.0 haut schw. sauer 
3 00 
0,015 g Chlormagnesium pro kg Kérpergewicht intravendés. 
‘ 0.0 | Schleim- 
5 0.0 hont schw. sauer 
6 00 au 
7 {9,25 schleimig — — (4 
8 0,3! 0,05 oe 
9 |0.00 
10 0,50 = 
ll O55 lo’o 
12 10,05 “ ins tid 
13 (0,00 
14 0,15, 0,05 ‘“ -- 
15 0,10 sauer — —_ 64 
16 0,05 . — 
17 0,5/ 0,20 — 
18 \o'25 = 128 
19 0,45 See 
20 0,6/0,15 oe ais 64 
21 10.00 
Versuch 45. 
Chlormagnesiumversuch (74 ‘Tage nach der Operation). 
1 0,0 | Sehleim- | amphoter 
2 0.0 haut 
3 0.0 
0,02 g Chlormagnesium pro kg Kérpergewicht intravendés. 
4 (0,20 diinnschleim.! schw. sauer — 
5 0,65, 0,20 : . —- — 4 
6 \0'25 sauer = 
7 (0,15 : ~ 
s “—— — ~— 128 
9 0,40 vs = 
10 (0.5 schleimig -— 
1] 1,2)01 + 14 256 
12 lo’ 1, + 
13 0,35 “4. 
14 0,75; 0,20 + 40 256 
15 \020 4 
16 04 i. + 
17 0,7} 0,2 ¥ + 28 256 
18 0,1 + 
19 (9,7 schleimig _ = 128 
20 0,750.0 
21 loo 
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; Versuch 46. 


Chlormagnesiumversuch (75 Tage nach der Operation). 








Zeit in Magensaft- Schleim Resin — ~ Verdauungs 
: . ’ ‘ ngorots Sauregrad 5 ‘ 
—— 4 beimengung reaktion reaktion (treie Ci H) ei a) ’ 
l (9,0 
2 0.1 0.0 
3 0,1 schleimig | amphoter + 


0,025 ¢ Chlormagnesium pro kg Kérpergewicht intravendés. 





4 (0,3 schleimig | schw. sauer — 
5 08 (03 .. ~ 128 
6 0.2 a — 
7 (0,05 diinnschl. sauer —— 
8 03 (01 - a _— -— 256 
9 O15 ” . — 
10 0,25 i r 
| ll 1.0 /05 %, n + 32 256 
12 10,25 ale 
13 (9.2 ‘ 
14 0,9 (05 e rf 42 256 
15 0,2 s 
16 (9,3 3 + 
17 05 (0.1 » 4 28 256 
18 0,1 sehleimig . t . 
19 (0,0 
20 0.0 (00 
21 loo 
Versuch 47. 


Chlormagnesiumversuch (76 Tage nach der Operation). 


1 (9 10 diinnschl. schwach -- _ 
2 0, at 15 a sauer 16 
3 0,0 
0,03 g Chlormagnesium pro kg Kérpergewicht intravenés. 
4 9,25 | diinnschl. |!schwach sauer — 
5 0,5 1015 ye ~ = 128 
6 lo10 ; ; — 
7 (0,45 " ia =e 
8 0.9 (0,20 . sauer — -— 128 
9 0,25 = ° 
10 io 15 ‘ _— 
ll 0,6 '0.25 Ss + 12 255 
12 lo, 20 
13 abe 
14 2 los 4 + 48 254 
15 ~ loz : + 
16 «fe - 4 
17 0,20 a + 38 256 
18 * \0'35 a, + 
19 (0,10 schleimig “ _— 
20 O05 (0,25 2 o —— 4 
2 0,15 — 
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4. Hund. 

Versuche tiber die Beeinjlussung der durch Necken mit vorgehaltenem 
hleisch hervorgerufenen Magensekretion bei gleichzeitiger intravendser CaCl,- 
und KCl-Injektion. 

Kontrollversuch 48 am 91. Tage nach der Operation. 

CaCl,-Versuch 49 am 93. Tage nach der Operation. 

KCl-Versuch 50 am 94. Tage nach der Operation. 

Kontrollversuch 51 am 77. Tage nach der Operation. 


Versuch 48. 


Neckversuch (91 Tage nach der Operation). 





Zeit in Magensatt- Schlei — a ' Verdauungs- 
2 ~ Schleim- -ackmus- Kongorot+ Sauregrad aa 
—— pei beimengung reaktion reaktion (freie CIH) —— 
l (9,0 
2 0.2 (0.2. schleimig amphoter If 
3 0.0 
Necken durch vorgehaltenes Fleisch bis zum Ende des Versuchs. 
4 (0.4 schleimig |schwach alkal. — 128 
5 16 (06 — diinnschl. ‘ 
6 lo’ sauer — 
7 (9.8 os 
8 0,6 (0,2 ‘ + 52 128 
9 0,1 
10 0.2 ” t 
1] 04 (0,1 = aa 32 256 
12 lo. - schwach + 
13 (9,0 
I4 05 (0.1 diinnschil. © —- - 256 
15 lo4 schleimig . — 


Versuch 49. 


Neckversuch mit Chlorcalciuminjektion (93 Tage nach der Operation). 


1 ) 0.0 
2 0.2 (0.15 | schleimig § schwach saver — — 64 
3 0,05 ee ‘ - 


0,075 g Chlorcalecium pro kg Kérpergewicht intravenés. 
Necken durch vorgehaltenes Fleisch bis zum Ende des Versuchs. 


4 | (0.0 j 
5 05 (04 | schleimig sauer _- — 64 
6 lo.1 : é = 

7 {0,10 " t _ 

8 0.35' 0.20 3 a — a 128 
i) 10,05 nS t — 

10 0.15 | diinnschl. sauer — 

ll 0.55) 0,15 = o — — 128 
12 lo.25 : : aa 

I: 0,10 “ 

14 0,255 0,05 a + 18 256 
15 \o.10 ; : 4 

16 (9,2 - . 4 

7 0.7 (04 ‘ ° + 8 256 


18 ~ lon - : 
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Versuch 50. 


Neckversuch mit Chiorealciuminjektion (94 Tage nach der Operation). 





Zeit in Magensaft- , : Verdauungs: 
Schleim- Lackmus- Kongorots | Siuregrad 5 
oN s ) le 
won ny pony beimenguny reaktion reaktion (treie C 1H) i 
1 {9,0 
2 03 (0.0 
3 0.3 schleimig schwach alkal. _ — a 


0,025 g Chlorkalium pro kg Kérpergewicht intravenés und Necken 
durch vorgehaltenes Fleisch bis zum Ende des Versuchs. 


4 diinnschl. + _ 
5 0.9 {04  fliissig getribt sauer + 8 128 
6 03 i 
7 0,20 4 
8 1,0 {0,55 + 32 256 
9 \o.25 + 
10 (0,30 P a ~ 
1] 0,9 (0,25 = + 52 256 
12 0,35 uN, 3 a 
13 (2, 25 - + 
14 1,35; 0,90 ui, 2 + 69 256 
15 (0.20 ; + 
16 0.2 + 
17 —-0,7 403 © diinnschl. + 16 256 
18 0,2 ? ® r 
Versuch 61, 
Beobachtung des niichternen Tieres ohne Injektionen 
(77 Tage nach der Operation). 
1 0,0 
2 0,0 —_ 
3 0,05 schleimig amphoter 
4 0,0 
5 0.0 ed 
6 0,2 - - 
7 0.0 
8 O15 * - —_ 
9 0,0 ) 
10 0,0 
ll 0,0 -- 
12 0,2 ss schw. alkal. 
13 0,0 
14 0,1 diinnschl. amphoter — 
15 0,1 s . 
16 0.0 
17 0,2 . schwach sauer - 
18 0,05 ” 
19 0,0 Schleimhaut ‘i 
20 0.0 =n 
21 0,0 
22 0,2 schleimig a 
23 0,0 nae 
24 0,05 = a 
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Derartige Kontrollversuche, wie dieser Versuch 51, habe ich dfters 
gemacht, um sicher zu sein, daB die Sekretionsinderungen nach den In- 
jektionen bei niichternem Tiere auch wirklich ein Folge dieser Injektionen 
waren. 
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Uber die diuretische Wirkung von Chlorophyll. 


Von 
T. Gordonoff und T. Amakawa. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Bern.) 


(Eingegangen am 20. Februar 1925.) 


Biirgi') und seine Schiiler haben durch eine gréBere Anzahl von 
Versuchen zeigen kénnen, daB das Chlorophyll eine belebende Wirkung 
auf eine ganze Reihe von isolierten Organen austibt. So belebt es das 
Herz [ Yoshiike®), Miadera*), Gordonoff und Kajikawa*) u. a.), den 
Darm [Gordonoff und Hanehira®)| und den Uterus [Gordonoff und 
Inowashiro®)|. AuBerdem hat Kénigsfeld’) eine den allgemeinen Stick- 
stoffumsatz steigernde Wirkung des Chlorophylls gefunden. Man 
kann aus diesen Versuchen mit einem gewissen Rechte schlieBen, 
daB alle Organe des Kérpers durch kleine Chlorophyllmengen angeregt 
werden, dies um so mehr, als durch verschiedene Arbeiten Biirgis und 
seiner Schiiler auch eine den allgemeinen Stoffwechsel vermehrende 
Zigenschaft wahrscheinlich gemacht worden ist. 

Um die Reihe dieser Untersuchungen zu vervollstandigen, unter- 
suchten wir den EinfluB des Chlorophylis auf die Diurese. Wir experi- 
mentierten ausschlieBlich an mannlichen Kaninchen mit der Kathete- 
risiermethode. Die Tiere erhielten jeweilen 24 Stunden vor dem Versuch 
weder Wasser noch Nahrung. Als Chlorophyll verwendeten wir eine 
| proz. Chlorophyllin-Natriumlésung. 


1) Korrespondenzbl. f. Schweiz. Arzte 1916, Nr. 5; Therap. Monatsh. 
Nr. 1 und 2, 1918. 

2) Unveriffentlicht. 

3) Berl. klin. Wochenschr. 1921, S. 1159. 

4), 5) und *) werden demniachst veréffentlicht. 

7) Zeitschr. f. exper. Med. 26, 216. 
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T. Gordonoff u. T. Amakawa: 


Wir lassen die Angaben iiber unsere Versuche gleich folgen: 


a) Das Chlorophyllin-Natrium wurde dem Versuchstier intravenés appliziert. 


9a55' 
10 55 
10 55 


ll 55 
1P55 
3 55 


5 55 


10800’ 
11 00 
11 00 


12 00 
2P 00 
4 00 
6 00 


92 30° 
10 30 
10 30 


11 30 
1P30 
3 30 
5 30 


8240’ 
9 40 
9 40 


10 40 
11 40 
1P40 
3 40 
5 40 


84845’ 
9 45 
9 45 


10 45 
11 45 
1P45 
3 45 


5 45 





Versuch 1. Kaninchen von 1950 g Gewicht. 

Entleerung der Blase. 

Normal-Urinmenge von 1 Stunde 3 eem. 

Intravenése Injektion von Lleem Chlorophyllin-Natrium pro 
Kilogramm Gewicht. 
Urinmenge von 1 Stunde 
2 Stunden 


3,0 cem, 
4.5 

4,0 

» 


‘ = 


” - 
> 

orl - . 
> 

” — 


Versuch 2. Kaninchen von 1800 g Gewicht. 

Entleerung der Blase. 

Normal-Urinmenge von 1 Stunde 6 cem. 

Intravenise Injektion von Icem Chlorophyllin-Natrium pro 
Kilogramm Gewicht. 


Urinmenge von 1 Stunde 1,5 cem. 


- 2 Stunden 16 
2 - 0,5 
2 - 1,0 ’? 


Versuch 3. Kaninchen von 1850 g¢ Gewicht. 

Entleerung der Blase. 

Normal-Urinmenge von 1 Stunde 1 cem. 

Injektion von 2cem Chlorophyllin-Natrium pro Kilogramm 


Gewicht. 


Urinmenge von 1 Stunde’ 1,5 cem. 
ee » 2Stunden 4,0 ,, 
s 3 = ce «a 
om 2 os 0,8 ,, 


Versuch 4. Kaninchen von 2000 g Gewicht. 
Entleerung der Blase. 
Normal-Urinmenge ,von 1 Stunde 1,8 cem. 
Injektion von 4cem Chlorophyllin-Natrium pro Kilogramm 
Gewicht. 
Urinmenge von 


1 Stunde 2,8 e¢em griin gefirbt. 


a ws + ae 
os , 2Stunden 6,0 ,, ‘i “al 
. 2 . 2,0 . ” 
2 ae « oe ~ 


Versuch 5. Kaninchen von 1800 g Gewicht. 
Entleerung der Blase. 
Normal-Urinmenge von 1 Stunde 1,8 cem. 
Injektion von 5cem Chlorophyllin-Natrium pro Kilogramm 
Gewicht. 
Urinmenge von 


I Stunde 2,0cem griin gefirbt. 


’ 1,0 


2 Stunden 4,0 ,, * ” 
2 He 3,5 ,, o” - 
_ 2 a ne és 


























8830’ 
9 30 
9 30 


8830’ 
9 30 
9 30 


10 30 
11 30 
1P30 
3 30 


30 


8230" 
9 30 
9 30 


8200" 
9 00 
9 00 


10 00 
11 00 
12 00 
2P 00 
4 00 
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Versuch 6. Kaninchen von 1900 g Gewicht. 
Entleerung der Blase. 
Normal-Urinmenge von 1 Stunde 2,5 cem. 
Injektion von 10cem Chlorophyllin-Natrium pro Kilogramm 
Gewicht. Nach der Injektion war das Tier ganz normal. 10 Mi- 
nuten nach der Injektion stellten sich heftige Krampfe ein, welche 
den baldigen Exitus herbeifiihrten. 
Versuch 7. Kaninchen von 1900 g¢ Gewicht. 
Entleerung der Blase. 
Normal-Urinmenge von 1 Stunde 1,5 cem. 
Injektion von 7eem Chlorophyllin-Natrium pro Kilogramm 
Gewicht. 
Urinmenge von 


1 Stunde 2,0 cem bluthaltig. 


os — fe 15 ., griinm gefarbt. 
» 2Stunden 3,5 ,, ‘ - 
ie se 5,0 ,, normale Farbe. 
2 ~ 3,0 
os = 2,0 
Versuch 8. Kaninchen von 1700 g Gewicht. 


intleerung der Blase. 

Normal-Urinmenge von 1 Stunde 1 cem. 

Injektion von 7cem Chlorophyllin-Natrium pro Kilogramm 
Gewicht. 
Urinmenge von 


1 Stunde 1,5 cem bluthaltig. 


ie 5 ~ 10 
*” »  2Stunden 2,0 griin gefarbt. 
“ — 2,0 i a schwach. 
2 8,0 ,, ”” * ” 
- ae « 


Versuch 9. Kaninchen von 1600 g Gewicht. 

Entleerung der Blase. 

Normal-Urinmenge von 1 Stunde 3 ccm. 

Injektion von 7eem Chlorophyllin-Natrium pro Kilogramm 


Gewicht. 


Urinmenge von 1 Stunde 6,0cem griin gefarbt. 
] eo CD w - ” 
- l - ae 3 
- . 28tunden 3,0 ,, 
2 PO 0,5 


b) Versuche mit peroraler Applikation. 
Versuch 10. Kaninchen von 1800 ¢ Gewicht. 
Entleerung der Blase. 
Normal-Urinmenge von 1 Stunde 1 ccm. 
Das Tier erhalt per Magensonde 10 cem Chlorophyllin-Natrium 
pro Kilogramm Gewicht. 


Urinmenge von 1 Stunde 3,0 cem. 


ms a! ue 5,0 ,, 
ao Ss ai 16,0 

- » 2Stunden 1,5 ,, 
2 0.5 


Ty oy - 
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T. Gordonoff u. T. Amakawa: 


Versuch 11. Kaninchen von 2000 g¢ Gewicht. 

Entleerung der Blase. 

Normal-Urinmenge von | Stunde 7 cem. 

Das Tier erhalt 15cem Chlorophyllin-Natrium per os pro 
Kilogramm Gewicht. 


Urinmenge von 1 Stunde 13,0 cem. 


99 ee ” 20.5 

- — - 5.5 ,, 

»  2Stunden 16,0 
a - 4,0 


Versuch 12. Kaninchen von 1800 g¢ Gewicht. 


Entleerung der Blase. 

Normal-Urinmenge von 1 Stunde 3,5 cem. 

Das Tier erhalt per os 5 cem Chlorophyllin-Natrium pro Kito- 
gramm Gewicht. 


Urinmenge von 1 Stunde 5,5 cem. 
i l 13,0 ,, 
l _ 11,5 
l 9,0 
2 Stunden 10,0 ,, 
2 “ 5,0 ,, 


Versuch 13. 
Entleerung der Blase. 
Normal-Urinmenge von 1 Stunde 3 cem. 
Das Tier erhalt 10 cem Chlorophyllin-Natrium pro Kilogramm 
Gewicht per os. 
Urinmenge von 


Kaninchen von 2100g Gewicht. 


1 Stunde 2,0 cem. 


ae “ 9,0 ,, 
9 ~~. 2 4,0 
oe 8 15 


Versuch 14. Kaninchen von 1700g Gewicht. 


Entleerung der Blase. 

Normal-Urinmenge von 1 Stunde 5 ccm. 

Das Tier erhalt 15 cem Chlorophyllin-Natrium pro Kilogramm 
Gewicht per os. 


Urinmenge von 1 Stunde 6,0 cem. 
l ae a 

a ] ‘n S8 » 

I 4,0 ,, 


. 


Versuch 15. Kaninchen von 2000 g Gewicht. 
Entleerung der Blase. 
Normal-Urinmenge von 1] Stunde 7 cem. 
Das Tier erhalt 20 cem Chlorophyllin-Natrium pro Kilogramm 
Gewicht per os. 


Urinmenge von I Stunde 8,0 cem. 
”» w 8 = 16,0 ., 
” “« 5% a 5,5 ,, 
” ] 9 3,5 ,, 
2 Stunden 2,5 ,. 
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Versuch 16. Kaninchen von 1700 g Gewicht. 
7#15' Entleerung der Blase. 
8 15 Normal-Urinmenge von 1 Stunde 0,5 ccm. 
8 15 Das Tier erhalt 20 cem Chlorophyllin-Natrium pro Kilogramm 
Gewicht per os. 
9 15 Urinmenge von | Stunde 5,0 ccm. 
10 15 9 » ‘| 6,0 ., 


11 15 = ee s 9,0 ,, 
12 15 ” ” 1 ” 2,0 ” 
2P 15 “ » 2Stunden 4,0 ,, 


DaB die Chlorophylline ahnlich oder gleich wirken wie unver- 
andertes Chlorophyll, ist schon in einer so groBen Anzahl von Versuchs- 
reihen, die oben angegeben worden sind, festgestellt worden, daB wir 
dieses lésliche Praparat ruhig fiir unsere Versuche verwenden konnten. 
Es ware auch gar nicht méglich gewesen, mit einem unveranderten 
Chlorophyll Diureseversuche vorzunehmen. 

Die Versuche zerfallen in solche, bei denen intravenése Injektionen 
der genannten Substanz gemacht worden sind, und in andere, bei 
denen wir das Mittel per os gaben. 

10cem der lproz. Chlorophyllin-Natriumlésung wirkten, intra- 
venés gegeben, tédlich. Bei Verwendung von 7 ccm intravenés war 
der Urin leicht bluthaltig, bei Mengen von 4 bis 5 ccm und mehr war 
er deutlich griin gefirbt, mit anderen Worten: das Chlorophyllin 
wurde in diesen Fillen in ausreichender Quantitat durch den Urin 
ausgeschieden, so da man es in demselben nachweisen konnte. In 
allen Versuchen mit intravenésen Injektionen trat eine Steigerung 
der Diurese ein. 

Bei Versuch | kann man sich freilich fragen, ob die geringe Zu- 
nahme nicht einfach auf die Verabreichung von lccm Fliissigkeit 
zuriickzufiihren sei. 

In Versuch 2 stieg die normale Urinmenge von 6 auf 16 cem, trotz- 
dem auch nur | cem eingespritzt worden war. 

In Versuch 3 war das Resultat nicht sehr bedeutend, und die 
Deutung ist etwas schwer. Immerhin ist sowohl in diesem wie auch 
in dem niachsten Versuch eine leichte Steigerung der Diurese anzu- 
nehmen. 

Das gleiche gilt fiir Versuch 5 bei Injektion von 5cem. Auch 
die Versuche, bei denen 7 cem injiziert worden sind, zeigen im groben 
und ganzen eine Zunahme der Diurese, die nicht nur auf die gegebene 
Fliissigkeitsmenge zuriickzufiihren ist. 

So wurden z. B. in Versuch 8 im Laufe von 10 Stunden 14,5 cem 
mehr ausgeschieden, als der durchschnittlichen Urinmenge entsprochen 
hatte. Noch deutlicher waren die Wirkungen bei der Einfuhr von 
Chlorophyllin per os. 
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Z. B. stieg in Versuch 10 die normale Urinmenge, die pro Stunde 
lcem betragen hatte, in der dritten Stunde auf 16 ccm, und in 

Versuch 11 von 7 auf 20,5 ccm. 

Nur die Versuche 13 und 14 gaben ein verhiltnismaBig geringes 
tesultat, wenn man die relativ groBe eingefiihrte Fliissigkeitsmenge 
beachtet. Wir gaben Dosen von 5 bis 20 cem Chlorophyllin-Natrium 
und hatten den Eindruck, daf eine mittlere Dosis von 10 bis 15 cem 
am besten wirkte. 

Die Wirkungen sind nicht sehr bedeutend. Auch das stimmt 
mit den sonst beobachteten belebenden Eigenschaften des Chlorophylls 
iiberein, da es niemals grobe, wohl aber regelmaBige und gut nach- 
weisbare Erregungen hervorruft. 





